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„Da steh ich nun, ich armer Tor! 
Und bin so klug als wie zuvor;“ 
Johann Wolfgang von Goethe – Faust I
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1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem  
Das menschliche Immunsystem (lat. immunis – unberührt, rein) dient dem Schutz 
und der Integrität des Organismus. Es bewahrt den Körper zum einen vor 
äußeren Einflüssen wie Viren, Bakterien oder anderen Fremdstoffen, zum 
anderen schützt es den Organismus vor endogenen Gefahren, wie z.B. 
körpereigenen, maligne entarteten Zellen. Wichtige Voraussetzung für diesen 
effektiven Schutz ist die Fähigkeit des Immunsystems, infektiös verändertes oder 
entartetes Körpergewebe, sowie körperfremde Mikroorganismen zu erkennen 
und gezielt zu beseitigen, ohne dabei gesundes Körpergewebe zu beschädigen 
[1].  
Funktionell wird das Immunsystem in das angeborene und das erworbene 
Immunsystem unterteilt. Das angeborene Immunsystem ist aus verschiedenen 
Proteinen und Zelltypen aufgebaut, wie z.B. Komplement-Proteinen, 
Granulozyten, Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen und 
Natürlichen Killerzellen, welche Schutz gegen eindringende Erreger oder 
Fremdkörper gewährleisten. Diese Zellen sind innerhalb weniger Sekunden für 
eine rasche Immunreaktion nach Kontakt mit einem Mikroorganismus oder 
Fremdkörper verantwortlich, nachdem natürliche Barrieren wie Schleimhäute 
oder Epithelien durchdrungen wurden. Unter anderem sind Neutrophile 
Granulozyten die ersten Zellen, die in Kontakt mit Fremdstoffen treten. Sie 
phagozytieren ihn und begehen anschließend Apoptose. Dabei werden Signale 
freigesetzt, welche weitere Zellen wie Makrophagen zur Entzündungsstelle 
locken. Bei unbekannten Erregern können Makrophagen Mediatoren freisetzen, 
wodurch ebenfalls das erworbene Immunsystem aktiviert werden kann [2].  
Das erworbene Immunsystem, zu welchem hauptsächlich B- und T-Zellen 
zählen, erzeugt einen auf den Krankheitserreger spezifischen Antigen-
Antikörper-Schutz. So können z.B. zytotoxische T-Zellen Erreger oder von 
Mikroorganismen befallene Körperzellen direkt abtöten, indem sie spezifisch an 
diesen binden und den programmierten Zelltod in der Zielzelle auslösen. Andere 
T-Zellen binden Erreger und aktivieren dadurch B-Zellen, welche daraufhin zu 
Plasmazellen differenzieren und gegen den Erreger spezifische Antikörper 
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produzieren und freisetzen. Diese Antikörper können an das Pathogen binden 
und es dadurch neutralisieren oder deren Phagozytose durch Granulozyten oder 
Makrophagen verstärken. Einige B- und T-Zellen werden dabei zu 
Gedächtniszellen, welche bei einer Reinfektion mit dem gleichen Erreger eine 
schnellere Immunreaktion gewährleisten. Der Schutz des erworbenen 
Immunsystems ist somit spezifisch und langlebig [3].  
 
1.1.1 Monozyten und Makrophagen 
Phagozytische Monozyten sind Teil des angeborenen Immunsystems und 
entstehen aus pluripotenten, hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) aus dem 
Knochenmark [4]. Die HSCs entwickeln sich nach Kontakt mit spezifischen 
Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem Granoluzyten/Makrophagenkolonien-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) oder dem Monozytenkolonien-stimulierenden 
Faktor (M-CSF), zu Monoblasten und Promonozyten, die eine Vorstufe von 
Monozyten darstellen [5]. Anschließend verlassen Monozyten das Knochenmark 
und treten in den Blutkreislauf ein, dort haben sie eine Lebensdauern von ein bis 
drei Tagen (Abb. 1) [6].  
 
 
Abbildung 1: Entwicklung von Monozyten. Die im Knochenmark gebildeten HSCs entwickeln 
sich über mehrere Vorstufen, darunter MDPs, zu Dendritischen Zellen oder Promonozyten. Nach 
Entwicklung von Promonozyten in Monozyten können diese in den Blutstrom eintreten und sich 
anschließend durch Einwanderung in Gewebe zu Makrophagen differenzieren. (modifiziert nach 
Sridharan et al. [7]) (Nutzung mit Erlaubnis des Elsevier Verlags)  
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Bei entzündlichen Reaktionen wandern Monozyten, induziert durch die Bildung 
und Freisetzung chemotaktischer Moleküle, aus dem Blut in das betroffene 
Gewebe ein. Dort differenzieren sie sich zu Makrophagen und lösen eine 
Immunreaktion aus [6, 8]. Somit bilden Makrophagen eine Abwehrlinie gegen 
Mikroorganismen und sorgen als Immuneffektorzellen dafür, dass weitere 
Immunzellen an den Ort der Entzündung gelockt werden: Durch Phagozytose der 
Pathogene und der Präsentation dieser auf ihrer Zelloberfläche setzen sie auch 
das erworbene Immunsystem in Gang. Folglich sind Makrophagen auch ein 
wichtiges Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem erworbenen 
Immunsystem [2]. Zusätzlich gehören sie zu den sekretorisch aktivsten Zellen 
des Immunsystems und sind für die Freisetzung vieler biologisch aktiver 
Substanzen verantwortlich, wodurch sie die Fähigkeit besitzen, immunologische 
Prozesse in eine bestimmte Richtung zu lenken. Sobald die pathogenen Stoffe 
bekämpft sind, können sie sowohl die Immunantwort herunterregulieren, um 
gesundes Gewebe zu schützen, als auch die Wundheilung und die Angiogenese 
initiieren und fördern [9].  
 
1.1.2 M1- & M2- Makrophagen und deren Unterschiede 
Jede Art von Trauma, welches zu lokalen Gewebeveränderungen führt, hat eine 
schnelle Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut und dadurch eine 
Differenzierung und Aktivierung von Makrophagen zur Folge [10, 11]. 
Makrophagen weisen eine sehr hohe Zellplastizität auf, reagieren überaus 
empfindlich auf verschiedene Mediatoren wie Chemokine, Zytokine oder 
Oberflächenrezeptoren und sind aufgrund ihrer Heterogenität und ihres 
Differenzierungspotenzials schwer einzugrenzen. Grundsätzlich lassen sich 
Makrophagen in zwei Typen unterscheiden: Auf der einen Seite befinden sich die 
klassisch aktivierten M1-Makrophagen und auf der anderen Seite die alternativ 
aktivierten M2-Makrophagen (Abb. 2) [12, 13]. M1- und M2-Makrophagen bilden 
jedoch keine final ausdifferenzierten Endstadien ihrer Entwicklung, sondern 
können, je nach ihrer Umgebungsstruktur und dem biochemischen Umfeld, ihre 
Form und Funktion ändern [14, 15]. Diese beiden Aktivierungswege spiegeln 
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daher wohl nur die entferntesten Positionen des Differenzierungspotentials von 
Makrophagen wieder [16]. 
 
 
Abbildung 2: Polarisierung von Makrophagen. Makrophagen polarisieren sich je nach 
Stimulus in den entzündungsfördernden M1-Typ oder den entzündungshemmenden M2-Typ. Der 
M2-Typ kann in weitere Subtypen unterteilt werden. (modifiziert nach Zanluqui et al. [17]) (freie 
Nutzung dank CC-BY Lizenz; Urheber: Zanluqui NG, et al. ) 
 
Die wesentliche Aufgabe von M1-Makrophagen ist neben der Abwehr von 
Mikroorganismen eine erhöhte Ausschüttung von Entzündungsmediatoren. Sie 
werden daher als entzündungsfördernd bezeichnet. Die Differenzierung in diesen 
Typ kann durch den Kontakt mit Interferon-γ (IFN-γ), einem immunstimulierenden 
Zytokin [18], oder Lipopolysacchariden (LPS) [19], einer endotoxischen Zucker-
Lipidverbindung in bakteriellen Zellwänden, erfolgen. Kennzeichnend für M1-
Makrophagen ist eine erhöhte Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren, 
wie bspw. des Tumornekrosefaktors-α (TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β), IL-6, IL-8 
und die Expression spezifischer Oberflächenmarker, wie z.B. der 
Haupthistokompatibilitätskomplex II (MHC II), das Cluster of Differentiation (CD) 
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80 und CD86 [20-22]. Sie besitzen die Fähigkeit, intrazelluläres 
Stickstoffmonoxid (NO) und Sauerstoffradikale zu produzieren, um auf diese 
Weise potentiell gefährliche Pathogene direkt abzutöten, können dabei allerdings 
bei einer überhöhten Reaktion umliegendes, gesundes Gewebe schädigen [19, 
20, 23].  
M2-Makrophagen hingegen wirken immunsuppressiv und 
entzündungshemmend. Sie fördern zudem, z.B. nach einer überstandenen 
Infektion, die Wundheilung und die Angiogenese [24, 25]. Der anti-
inflammatorische M2-Makrophagentyp kann in weitere Subpopulationen mit 
jeweils spezifischen Eigenschaften und Aufgaben unterteilt werden: u.a. in den 
M2a-, M2b- und M2c-Typ [11, 26, 27]. M2a-Makrophagen, induziert durch IL-4 
und / oder IL-13, bekämpfen Parasiten und treten bei allergischen Reaktionen 
auf [28]. M2b-Makrophagen, induziert durch bspw. Immunkomplexe und / oder 
LPS, können mit B-Zellen des erworbenen Immunsystems interagieren [22], 
haben sowohl pro- (u.a. Sekretion von TNF-α) als auch anti-inflammatorische 
(u.a. Sekretion von IL-10) Funktionen und können daher  immunregulatorisch 
wirken [26, 29, 30]. M2c-Makrophagen, induziert durch den transformierenden 
Wachstumsfaktor β (TGF-β) oder IL-10, wirken immunsuppressiv und spielen 
eine wichtige Rolle für den Umbau der extrazellulären Matrix. Sie können eine 
entzündliche Reaktion eindämmen, indem sie TGF- β und IL-10 sezernieren [26, 
27]. Ein grundlegender Unterschied des M2-Typs zu den M1-Makrophagen ist 
die deutlich erhöhte Sekretion anti-inflammatorischer Mediatoren, wie IL-4, IL-10 
und TGF-β [20, 31, 32]. Außerdem sind M2-Makrophagen durch eine gesteigerte 
Expression der beiden Oberflächenmarker CD163 (Hämoglobin-Scavenger-
Rezeptor) und CD206 (Mannose-Rezeptor) gekennzeichnet [33-35]. Die 
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-1β und IL-6, wird bei M2-
Makrophagen deutlich herunterreguliert [20].  
Zusätzlich werden zur heterogenen Gruppe der M2-Makrophagen der M2d-Typ, 
induziert durch IL-6, atypische Makrophagen, induziert durch IL-33, tumor-
assoziierte sowie ortsständige Makrophagen gezählt [35]. Diese ortsständigen 
Makrophagen sind in Morphologie und Funktion an ihre jeweilige Umgebung 
angepasst. Folglich hat das umliegende Gewebe einen großen Einfluss auf die 
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Polarisierung von Makrophagen [36]. So weisen Alveolarmakrophagen in der 
Lunge eine hohe Expression des Hämoglobin-Scavenger-Rezeptor CD163 auf 
und sind darauf spezialisiert, exogene Substanzen wie Fremdpartikel, Bakterien 
oder Viren zu beseitigen [37]. Osteoklasten, ortsständige Makrophagen im 
Knochengewebe, sind u.a. in der Lage, Knochenstrukturen umzubauen [38]. 
Ortsständige Makrophagen können im Gewebe Wochen bis mehrere Jahre 
überleben [6]. 
 
1.2 Fremdkörperreaktionen bei Biomaterialien 
Ein Biomaterial ist ein Stoff oder eine Substanz, welche entwickelt wurde, damit 
diese, alleine oder als Teil eines komplexen Systems, die physiologischen 
Funktionen und Eigenschaften von zerstörtem oder degeneriertem Gewebe im 
menschlichen Körper wiederherstellt oder in einen dem Ursprung gleichwertigen 
Zustand bringt, z.B. in Form eines Zahnimplantates zur Wiederherstellung der 
physiologischen Kaufunktion. Dabei soll es, aus diagnostischer und 
therapeutischer Sicht betrachtet, den Genesungsprozess voranbringen, indem 
es nach seiner Implantation die biologischen Prozesse, wie z.B. die 
Immunantwort des Patienten, beeinflussen und dabei positiv verändern kann [7, 
39].  
Eine Fremdkörperreaktion (engl. foreign body reaction - FBR) ist die 
Immunantwort eines Wirts auf ein Biomaterial, z.B. ein Polymer, welches mehr 
oder weniger resistent gegen seinen Abbau durch Immunzellen ist [40]. Nach 
Implantation eines Biomaterials in vaskularisiertes Gewebe bildet sich auf dessen 
Oberfläche innerhalb weniger Minuten eine provisorische Matrix, die aus 
adsorbierten Proteinen des Komplementsystems, Zytokinen, 
Wachstumsfaktoren, Blutbestandteilen und chemotaktischen Molekülen besteht. 
In Kombination mit Fibrin und Thrombozyten bildet diese provisorische Matrix 
einen Thrombus, der die Grenzfläche zwischen dem frisch implantierten 
Biomaterial und dem körpereigenen Gewebe bildet [41]. Durch die Anwesenheit 
von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen in der Matrix kommt es zur 
Einwanderung von Zellen des Immunsystem, wie bspw. 
Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten, die daraufhin eine 
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akute Entzündungsreaktion auslösen. Weiterhin kennzeichnend für eine akute 
Entzündungsreaktion ist eine erhöhte Ausschüttung von Histamin am Ort der 
Verletzung durch Mastzellen, wodurch sich die Gefäße erweitern und die 
Blutversorgung am Ort der Entzündung gesteigert wird [42, 43]. An die Phase der 
akuten Entzündung, die sich für gewöhnlich rasch auflöst, schließt sich eine kurze 
Phase der chronischen Entzündung an, für die die Anwesenheit von 
Lymphozyten und Plasmazellen charakteristisch ist. Nachdem sich die 
Entzündung aufgelöst hat, entsteht durch Neovaskularisation und die 
Einwanderung von Fibroblasten Granulationsgewebe. Am Ende der 
Einheilungsphase hat sich zwischen Biomaterial bzw. Implantat und 
Granulationsgewebe eine fibröse Kapsel gebildet [41, 44]. 
Makrophagen spielen bei einer FBR eine zentrale Rolle, da sie einen großen 
Einfluss auf die Einheilung des Biomaterials haben. Überwiegen pro-
inflammatorische M1-Makrophagen, kann sich die Phase der chronischen 
Entzündungsreaktion deutlich verlängern, was mit einer erhöhten Fibrosierung 
und Narbenbildung einhergeht, sowie zu einer anschließenden Entfernung des 
Biomaterials führen kann [40]. Für die Einheilung als positiv zu betrachten ist 
dagegen eine erhöhte Anwesenheit entzündungshemmender und 
geweberegenerierender M2-Makrophagen [44-46].  
 
1.2.1 Möglichkeiten der Beeinflussung von Makrophagen in 
Bezug auf Fremdkörperreaktionen 
Da Makrophagen ein breites Erscheinungs- und Aufgabenspektrum aufweisen 
und bei der Immunantwort eine wesentliche Rolle spielen, stellt die Modulation 
ihrer Polarisierung eine aussichtsreiche Möglichkeit dar, eine FBR im weiteren 
Verlauf positiv zu beeinflussen. 
Für die Beeinflussung von Makrophagen, und im weiteren Sinne einer FBR, 
können die physikalischen und chemischen Stimuli entscheidend sein, welche 
die Immunzellen von einem Biomaterial erhalten [47]. So können bspw. die 
physikalischen Eigenschaften eines Biomaterials wie seine Topographie, seine 
Steifheit oder seine inhärenten Materialeigenschaften das Verhalten von Zellen 
beeinflussen [48, 49]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Makrophagen aus 
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dem Knochenmark von Mäusen steife Polyacrylamide im Vergleich zu weichen 
Polyacrylamiden mit den gleichen chemischen Eigenschaften bevorzugt 
phagozytierten [50]. Ähnliches konnte in einer weiteren Studie nachgewiesen 
werden: die Funktion von menschlichen Makrophagen konnte auch hier durch 
die Änderung der Steifigkeit des Polyacrylamidgels beeinflusst werden. Dabei 
zeigte sich auch hier, dass eine Erhöhung der Steifigkeit des Materials mit einer 
erhöhten Phagozytose des Polyacrylamidgels durch die Makrophagen 
einherging [51]. Eine erhöhte Phagozytoseaktivität tritt dann auf, nachdem 
Makrophagen in Kontakt mit den M1-typischen Markern LPS [52] oder INF-γ [53] 
getreten sind. Bakterien und andere Erreger mit Zellwänden sind für gewöhnlich 
steifer als das umliegende, körpereigene Gewebe, in welches sie eingedrungen 
sind [54, 55] und die Sensitivität der Makrophagen auf eine erhöhte Steifigkeit 
unterstützt die physiologische Phagozytose dieser pathogenen Stoffe [50]. 
Weiche Polyacrylamide könnten bei gleicher chemischer Struktur bei einer FBR 
dementsprechend eher unerkannt bleiben und könnten sich daher besser als 
Biomaterial eignen, da hier die Makrophagen aufgrund der niedrigeren Festigkeit 
des Materials in geringerem Ausmaß darauf reagierten.  
Auch die Topographie eines Biomaterials kann einen Einfluss auf das Verhalten 
von Makrophagen haben. Hier konnte bereits gezeigt werden, dass Oberflächen-
vermittelte Reize die Zellmorphologie sowie die Zytokinfreisetzung von 
Makrophagen beeinflussen: sie haben sich durch die Topographie verlängert und 
der Oberfläche entsprechend ausgerichtet und die Zytokinsekretion 
geweberegenerierender Marker wie des vaskulären endothelialen 
Wachstumsfaktors (VEGF) stieg in den ersten 48 h an [56]. In Studien von 
McWhorter et al. konnte nachgewiesen werden, dass die Topographie eines 
Biomaterials Einfluss auf die Polarisierung von Makrophagen hat: dabei konnte 
ein form-vermittelter Zellmechanismus identifiziert werden, bei welchem 
festgestellt wurde, dass M1-Makrophagen eine runde, „Pfannkuchen-ähnliche“ 
Form, M2-Makrophagen eine längliche, zylindrische Form annahmen. Durch die 
Elongation und die damit einhergehende M2-Polarisierung der Makrophagen 
stieg die Freisetzung und Expression M2-typischer Marker (IL-4, IL-13, CD206) 
und die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine (induzierbare 
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Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS), IFN-γ) sank. Außerdem wirkten die 
Oberflächen-vermittelte Elongation der Makrophagen und die M2-typischen 
Zytokine IL-4 und IL-13 zusammen synergistisch und verstärkten den Effekt der 
Polarisierung in M2-Makrophagen. In Versuchen mit M1-typischen Stimuli (LPS 
und IFN-γ) schwächte die Oberflächen-vermittelte Elongation die Wirkung der 
beiden pro-inflammatorischen Zytokinen ab. Es zeigte sich, dass die 
Oberflächen-vermittelte Elongation die Makrophagen vor einer Polarisierung in 
ihren M1-Typ durch LPS und IFN-γ abschwächte [57]. Ferner wurden 
Makrophagen auf Scaffolds mit diagonalen und orthogonalen dreidimensionalen 
Porenstrukturen hinsichtlich ihrer morphologischen Unterschiede untersucht [58]. 
Auf den diagonalen Scaffolds entwickelten sich im Vergleich zu den orthogonalen 
Scaffolds mehr elongierte Makrophagen. Zudem zeigten diese eine verringerte 
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine, was sich annähernd mit den 
Ergebnissen der Studie von McWhorter et al. deckt.  
 
1.3 Poly(2-oxazolin) 
Poly(2-oxazoline) (POx) (Abb. 3) sind peptid-ähnliche Polymerstrukturen. 
Polymere sind ein unverzichtbarer Bestandteil unseres Lebens, welche aus 
repetitiven Untereinheiten bestehen und synthetisch hergestellt werden können. 
In der Natur kommen sie als Biopolymere z.B. in Form von Enzymen, 
Stärkemolekülen oder Zellulose vor [59]. In den letzten Jahrzehnten haben vor 
allem synthetische Polymerstrukturen das Interesse der Wissenschaft geweckt, 
da sie sich für die verschiedensten Anwendungen, wie bspw. in der Biomedizin 
zur gezielten Wirkstoffabgabe von Arzneimitteln, eignen [60]. POx wurde bereits 
in den 1960er Jahren von vier verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt und 
beschrieben [61-64], seine chemische Synthese erfolgt hierbei durch eine 
kationische ringöffnende Polymerisation des Monomers 2-oxazolin [65]. 
Nachdem in den letzten Jahren Polyethylenglycol (PEG) Wegbereiter neuer 
biomedizinisch nutzbarer Polymerstrukturen war, rücken nun vielversprechende 
Alternativen wie POx in den Fokus der Forschung [66]. 
 
  
  10 
 
Abbildung 3: Strukturformel von Poly(2-oxazolin). (R ≠ H) 
 
1.3.1 POx und seine biologischen Eigenschaften 
Biomaterialien und ihr damit verbundener Einsatz in der regenerativen Medizin 
und im Bereich des Tissue Engineering müssen hohe Anforderungen erfüllen. So 
dürfen diese nicht toxisch, mutagen oder allergen sein. Sie müssen zudem 
biokompatibel und inert sein und die für die jeweilige Situation geeigneten 
Materialeigenschaften wie Härte, Plastizität und Elastizität aufweisen.  
POx mit kurzen Seitenketten weisen eine dem bereits als Biomaterial etablierten 
PEG gleichwertige Biokompatibilität und einen ähnlichen Abschirmungsgrad 
(engl. stealth behavior) auf [66-70]. Ferner ist POx nicht toxisch [71] und besitzt 
eine sehr geringe Immunogenität [72]. Dies ist u.a. darauf zurückzuführen, dass 
POx und PEG eine strukturelle Ähnlichkeit zu natürlich vorkommenden 
Polypeptiden aufweisen (Abb. 4) [73]. Folglich wird die Aktivierung von 
Thrombozyten, die die Blutgerinnung fördern, und die Adsorption von Fibrinogen 
und weiteren Proteinen des Immunsystems, welche an der Immunantwort 
beteiligt sind, bei PEG und POx verhindert [74, 75].  
 
 
Abbildung 4: Die Strukturähnlichkeit von PEG, POx und natürlich vorkommenden 
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Dadurch können von POx oder PEG gebundene Wirkstoffe vom Immunsystem 
erschwert als Fremdstoff erkannt werden, wodurch sich ihre Wirkungsdauer im 
Blut verlängert [76]. Außerdem reichert sich POx kaum in Gewebestrukturen und 
Organen an, sondern wird vom Körper ausgeschieden [77].  
Im Vergleich zu dem bereits vielseitig eingesetzten PEG besitzt POx eine 
bessere Stabilität sowie eine einfachere Abstimmbarkeit seiner chemischen 
Eigenschaften [78], so hat POx eine niedrigere Molmassenverteilung und lässt 
sich durch leicht veränderbare Eigenschaften wie Löslichkeit, chemische 
Funktionalität und die strukturelle Größe des Moleküls gegenüber anderen 
Biomaterialien besser für biomedizinische Anwendungen nutzbar machen [79-
82]. Dies wird dadurch ermöglicht, dass die Seitenketten von POx (s. R1 in Abb. 
4) leicht modifizierbar sind [66]. Durch Zufügen kurzer Seitenketten, wie z.B. einer 
Methyl- oder Ethyl-Gruppe, ähnelt es PEG hinsichtlich Hydrophilie, 
Proteinadsorption und Verbergungsgrad [69]. Beim Hinzufügen von längeren 
Seitenketten zeigt POx ein thermoresponsives Verhalten in wässriger Lösung, 
demnach eine Veränderung seiner physikalischen Eigenschaften bei 
Temperaturunterschieden mit einer einhergehenden Senkung der kritischen 
Lösungstemperatur (LCST). Die LCST für Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) liegt 
bei ca. 70°C und für Poly(2-propyl-2-oxazolin) (PPrOx) bei etwa 25°C. Poly(2-
butyl-2-oxazolin) (PBuOx) und POx mit noch längeren Seitenketten hingegen 
bleiben, unabhängig von der Temperatur, in Wasser unlöslich [83]. Die 
modifizierbare Hydrophilie/-phobie von POx kann daher genutzt werden, um auf 
diese Weise z.B. einen hydrophoben Wirkstoff im Blut löslich zu machen [76]. 
Aufgrund der aufgeführten, für biomedizinische Anwendungen hervorragenden 
biochemischen Eigenschaften wird bereits seit 2017 SER-214, ein POx-
Rotigotin-Konjugat, in einer klinischen Studie für die Behandlung der Parkinson-
Erkrankung untersucht [84]. 
POx wird ebenfalls, wie auch in dieser Arbeit, in der Biofabrikation zur Herstellung 
dreidimensionaler Scaffolds verwendet, um in in vitro Experimenten dessen 
Einfluss auf menschliche Immunzellen zu untersuchen.  
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1.3.2 Melt Electro Writing 
Die dreidimensionalen Poly(2-oxazolin)-Scaffolds für diese Arbeit wurden per 
Melt Eltectro Writing (MEW) hergestellt. Bei diesem Verfahren werden die 
dreidimensionalen Gerüststrukturen aus organischen Polymerschmelzen 
hergestellt. Dabei wird das Polymer, das eine hohe Viskosität und eine niedrige 
Leitfähigkeit besitzt, durch hochpräzises Spinnen in einen geraden Schmelzfluss 
umgewandelt [85-88]. Dieser geschmolzene, elektrisierte Strahl verfestigt sich 
beim Abkühlen in einer gezielt programmierten Anordnung. Somit können die 
Polymerfasern exakt abgelegt werden [85] und es entsteht eine mehrschichtige, 
dreidimensionale Gerüststruktur (sog. Scaffold) (Abb. 5, A). Ein Vorteil dieses 
Verfahrens ist der geringe Faserdurchmesser von bis zu unter 1 μm [89], wodurch 
Zellen besser mit dem Scaffold interagieren können als bei Scaffolds mit einem 
größeren Faserdurchmesser [90].  
Wie neue Untersuchungen am Lehrstuhl für Funktionswerkstoffe der Universität 
Würzburg ergaben, kann der Einsatz eines Blends aus Poly(2-n-propyl-2-
oxazolin) (PnPrOx) und Poly(2-cyclopropyl-2-oxazolin) (PcycloPrOx) zur Nano- 
bzw. Mikrostrukturierung der Faseroberfläche führen: das hergestellte Blend-
Scaffold mit noch glatter Oberfläche wird hierfür bei erhöhter Temperatur 
ausgelagert, was zur Kristallisation von PnPrOx und damit zum Verlust der 
Löslichkeit und des Schwellverhaltens in wässriger Lösung führt. Die 
hitzeinduzierte Kristallisation kann nicht beim amorphen PcycloPrOx beobachtet 
werden, so dass sich dieses in Wasser auflöst. Dies führt zur Freilegung von 
gebündelten, kristallisierten PnPrOx-Strukturen (Abb. 5, B), MEW-Scaffolds aus 
reinem PnPrOx hingegen besitzen eine glatte Oberfläche (Abb. 5, C) [91].  
Dieses Verfahren wurde für die Herstellung der Scaffolds in vorliegender Arbeit 
genutzt, zudem wurde eine zweidimensionale PnPrOx-Beschichtung (Abb. 5, D) 
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Abbildung 5: verschiedene stereo-/rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
PnPrOx-Scaffolds. A: Stereomikroskopische Aufnahme eines dreidimensionalen PnPrOx-
Scaffolds. B: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberfläche eines Fibrillen-Scaffolds 
aus PnPrOx. C: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberfläche eines Kontrollen-
Scaffolds aus PnPrOx. D: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberfläche der 
Beschichtung aus PnPrOx. (Maßstabsbalken: A: 1.000 μm; B, C und D: 20 μm) (mit freundlicher 





  14 
1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 
In der vorliegenden Dissertationsarbeit soll der Einfluss von MEW-gedruckten 
Scaffolds aus dem synthetischen Polymer PnPrOx, einem Poly(2-oxazolin), mit 
verschiedenen Oberflächenstrukturen (fibrillär, glatt) auf die Proteinexpression 
menschlicher Makrophagen untersucht werden. Dabei soll überprüft werden, 
inwiefern die Beschaffenheit der Oberflächenstruktur des Polymers die 
Polarisierung von Makrophagen auf Proteinebene beeinflussen kann. 
 
Dabei sollen primäre, humane, aus Monozyten differenzierte Makrophagen auf 
drei verschiedenen PnPrOx-Oberflächen (zweidimensionale Beschichtung, 
dreidimensionale glatte (Kontrolle) und dreidimensionale fibrilläre (Fibrillen-) 
Scaffolds) für 24 Stunden (d1), drei (d3) und sieben (d7) Tage kultiviert werden. 
Anhand der Proteinanalyse spezifischer M1- (IL-1β, IL-6, IL-8) und M2- (CD163, 
CD206, IL-10) Marker kann die spontane Differenzierung der Makrophagen auf 
den verschiedenen Oberflächen untersucht und beurteilt werden. Als 
Nachweismethode für die Freisetzung der Interleukine sollen ELISAs verwendet 
werden und die Analyse der beiden Oberflächenmarker soll mittels Western Blot 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
Die für diese Arbeit verwendeten dreidimensionalen Gerüststrukturen, auch 
Scaffolds genannt, aus PnPrOx wurden am Lehrstuhl für Funktionswerkstoffe der 
Universität Würzburg mit freundlicher Unterstützung von Matthias Ryma über das 
MEW-Verfahren [85] produziert und für die Versuche dieser Arbeit zur Verfügung 
gestellt. Tabelle 1 gibt die für diese Arbeit verwendeten Zelltypen wieder.  
 
Tabelle 1: Verwendete Zellen 
Zelltyp bezogen von / Herkunft 
Mononukleäre Zellen des peripheren 
Blutes (PBMCs) 
Selektion aus Buffy-Coats, 
Blutspendedienst des Bayrischen 
Roten Kreuzes, Wiesentheid (D) 
Monozyten Selektion aus PBMCs, restliche 
PBMCs wurden verworfen 
 
2.1.1 Technische Geräte und verwendete Hilfsmittel 
Die verwendeten Geräte und Hilfsmittel sind in Tabelle 2 angegeben. 
 
Tabelle 2: Übersicht verwendeter Arbeitsgeräte und sonstiger Hilfsmittel 
Bezeichnung Hersteller 
Analysewaage 
Scaltec Instruments GmbH, 
Heiligenstadt (D) 
Bechergläser Schott AG, Mainz (D) 
Brutschrank HERAcell 150 CO2 
Inkubator 
ThermoFisher Scientific Inc., 
Waltham (USA) 
Destillierapparat 
GFL Gesellschaft für Labortechnik 
mbH, Burgwedel (D) 
Eismaschine Scotsman Ice Srl., Mailand (I) 
Filmentwickler Cawomat 2000 IR 
CAWO Photochemische Fabrik 
GmbH, Schrobenhausen (D) 
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Filmkassette Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Glaskolben und -zylinder Schott AG, Mainz (D) 
Glasflaschen Schott AG, Mainz (D) 
Glasküvetten Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Glasplatten, Glasschalen, 
Abstandhalter aus Kunststoff, 
Halteklammern, Kunststoffkamm 
Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Heizblock Eppendorf AG, Hamburg (D) 
Inkubator 
Thermo Electron LED, Langenselbold 
(D) 
Kühl-Gefrierkombination Bosch GmbH, München (D) 
Magnetrührer IKA GmbH & Co. KG, Staufen (D) 
Magnetrührer CombiMag RET IKA Werke GmbH, Staufen (D) 
Magnetrührstäbchen  Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Microplate Reader Infinite® 200 Pro 
NanoQuant  
Tecan Group AG, Männedorf (CH) 
Mini-PROTEAN Tetra Cell 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München (D) 
Ofen 
Memmert GmbH & Co. KG, 
Schwabach (D)  
pH-Meter inoLab Multi Level 1 WTW GmbH & Co. KG, Tuttlingen (D) 
Pinzette Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Plastikringe zur Beschwerung Eigenbau FMZ 
Röntgenkassette Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Rotlichtlampe 
PEHA med. Geräte GmbH, Sulzbach 
(D)  
Spannungsquelle 
Cambridge Scientific Corp., 
Watertown (USA)  
Sterilarbeitsbank Nuair  
Integra Biosciences GmbH, Biebertal 
(D) 
Tischzentrifuge 
VWR International GmbH, Darmstadt 
(D) 
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Trans-Blot Turbo Blotting System 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München (D) 
UV-Lampe Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Vortexe REAX 1R. 
Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, 
Kehlheim (D) 
Wägeschale Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Wasserbad 




Keison Products, Essex (UK)  
Zentrifuge 
ThermoFisher Scientific Inc., 
Waltham (USA) 
 
2.1.2 Verwendete Chemikalien 
Tabelle 3 führt die für die Versuche verwendeten Chemikalien auf. In Tabelle 4 
ist die Zusammensetzung des Trenn- und des Sammelgels für die 
Gelelektrophorese wiedergegeben.  
 
Tabelle 3: Übersicht verwendeter Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller 
0,1 % Triton X-100 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
0,3 M Guanidinhydrochlorid 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Penicillin-Streptomycin  
(10.000 Units/mL Pen,  
10.000 μg/ml Strep) 
Invitrogen, Life Technologies, 
Karlsruhe (D) 
10 % humanes Thrombozytenlysat PL Bioscience, Aachen (D) 
30 % Acrylamide/Bis Solution 29:1 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München (D) 
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Ammoniumpersulfat (APS) 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München (D) 
β-Mercaptoethanol 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Bovines Serumalbumin (BSA) 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Bromphenolblau 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D)  
Coomassie brillant blue 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg (D) 
DL-Norleucin 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg (D) 
Entwicklerlösung Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Essigsäure 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Ethanol, absolut (99%) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Fixierlösung Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Glycerin 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt (D) 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Isopropanol 
Apotheke des Klinikums, Universität 
Würzburg (D) 
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt (D) 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt (D) 
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Luminol 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Methanol 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Milchpulver 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
(D) 
Natriumchlorid (NaCl) 




Merck KGaA, Darmstadt (D) 
Pancoll, human (1,077g/l) Pan-Biotech GmbH, Aidenbach (D) 
peqGold TriFastTM 
VWR International GmbH, Darmstadt 
(D) 
p-Hydroxycumarinsäure 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Ponceau S Solution 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Precision Plus ProteinTM Standard – 
Dual Color 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München (D) 
Reinstwasser 
Destillierapparat (s. 2.1.1 Geräte und 
Hilfsmittel) 
RPMI-1640  
ThermoFisher Scientific Inc., 
Waltham (USA) 
Natriumlaurylsulfat (SDS) 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg (D) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 




Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
Trizma Base 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
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TWEEN® 20  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim (D) 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels 
Sammelgel (4 %)                    5,085 ml Trenngel (10 %)                      20,02 ml 
30% Acrylamide/Bis Solution    0,67 ml 
0,5 M Trizma Base                  
0,4% SDS 
pH 6,8                                       1,25 ml 
destilliertes H2O                       3,10 ml 
Bromphenolblau                             5 μl 
10% APS                                      50 μl 
TEMED                                        10 μl 
30% Acrylamide/Bis Solution   6,60 ml 
1,5 M Trizma Base 
0,4% SDS 
pH 8,8                                      5,00 ml 
destilliertes H2O                       8,30 ml 
10% APS                                    100 μl 
TEMED                                        20 μl 
 
2.1.3 Verwendete Puffer und Lösungen 
Die verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tabelle 5 wiedergegeben.  
 
Tabelle 5: Übersicht verwendeter Puffer und Lösungen 
Bezeichnung Inhaltsstoffe 
Absättigungslösung 5% 
95ml TBST  
5g Milchpulver 
Enhanced Chemiluminescence (ECL) 
- Solution A 
0,1M Tris-HCl pH 8,6 
50mg Luminol 
Enhanced Chemiluminescence (ECL) 
- Solution B 
11mg p-Hydroxycumarinsäure 
10ml DMSO 
Enhanced Chemiluminescence (ECL) 
- Lösung 
ECL - Solution A 
ECL - Solution B 
H2O2 
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Elektrophoresepuffer 












25mM Trizma Base – pH 10,4 
20% Methanol  
Graphitblotpuffer 2 
300mM Trizma Base – pH 10,4 
20% Methanol 
Graphitblotpuffer 3 
25mM Trizma Base – pH 9,4 
40mM DL-Norleucin 
20% Methanol 
Isolationspuffer für Negativselektion 
0,5% BSA 
2mM EDTA 
gelöst in PBS 
Lysepuffer 
PBS 
0,1 % Triton X-100 
Monozyten-Medium 
500 ml RPMI-1640  
Pen (100 IU/ml) und Strep (100 
μg/ml) 
für Kultivierung zusätzlich: 
10% humanes Thrombozytenlysat 
Phosphatgepufferte Salzlösung 
(PBS) 
8 g/l NaCl  
0,2 g/l KH2PO4  
2,8 g/l Na2HPO4  
0,2 g/l KCl  
gelöst in destilliertem H2O 
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Probenpuffer 
62,5mM Trizma Base 
10% Glycerin 
pH 6,8 einstellen 
5% β -Mercaptoethanol 
Stripping-Puffer 
20% SDS 
100mM Trizma Base pH – 6,7 
β-Mercaptoethanol 
gelöst in destilliertem H2O 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
gepufferte Salzlösung (TBS) 
140mM NaCl 
10mM Trizma Base – pH 7,4 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
gepufferte Salzlösung mit TWEEN® 
20 (TBST) 
TBS – pH 8,0 einstellen 
dann 0,05% TWEEN® 20 zugeben 
 
2.1.4 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 6 führt die verwendeten Verbrauchsmaterialien auf. 
 
Tabelle 6: Übersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
Aluminiumfolie Melitta, Minden (D) 
Blotting Papier Whatman Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Cellophanfolie Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Einmalpipetten (2,5; 5; 10; 25ml) Corning GmbH, Bodenheim (D) 
Filterspitzen 
Sarstedt AG & Co. KG, Nürnbrecht 
(D) 
Frischhaltefolie Lidl Stiftung & Co. KG, Würzburg (D) 
Gefrierbeutel 
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Magnetsäulen LS 
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach (D) 
Medizinische Röntgenfilme Hartenstein GmbH, Würzburg (D) 
Nitrozellulose Transfermembran  
GE Healthcare Europe GmbH, 
Freiburg (D) 
Parafilm 
Bemis Company Inc., Braine L'Alleud 
(BE) 
Pasteurpipetten Scherf GmbH, Meiningen (D) 
Pipette mit Spitze 
(5 ml, 10 ml, 25 ml)  
Greiner Bio-One International GmbH, 
Frickenhausen (D) 
Reaktionsgefäß mit Deckel (1,5; 2ml) 
Sarstedt AG & Co. KG, Nürnbrecht 
(D) 
Unbehandelte Well Zellkulturplatten 
(6-, 12-, 24-, 96-Well) 
Corning Incorporated, Wiesbaden (D) 
Zentrifugenröhrchen (15; 50ml) 
Greiner Bio-One International GmbH, 
Frickenhausen (D) 
 
2.1.5 Verwendete Kits 
In Tabelle 7 sind die verwendeten Kits aufgelistet. 
 
Tabelle 7: Übersicht verwendeter Kits 




• FcR Blockreagenz: human Ig (1 ml) 
• Pan Monocyte Biotin-Antibody-
Cocktail, human: Mixtur aus Biotin 
gekoppelten monoklonalen anti-
Mensch Antikörpern gegen 
Antigene, die nicht von humanen 







  24 
• anti-Biotin MicroBeads: MicroBeads 
gekoppelt an monoklonalen anti-
Biotin Antikörper (isotype: mouse 
IgG1) (2 ml) 
Pierce® BCA 
Assay Kit 
• BCA Reagent A (2 x 500 ml) 
• BCA Reagent B (25 ml) 









• Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA 
Reagenz (Component A) (1 ml) 
• 20x TE (Component B) (25 ml) 








Kit – Human 
IL1b 
• Antigen Standard - 1 μg/ml (1,5 ml) 
• Detection Antibody (1,5 ml) 
• Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml) 
• 10 % BSA (15 ml) 
• Donkey Serum (15 ml) 
• Pre-coated Capture Antibody 8-well 
strips (1x 96-well plate) 
• Sample Dilution Buffer Stock (60 ml) 
• Assay Buffer Stock (60 ml) 
• Wash Buffer (10x Concentrate)  
(125 ml) 
• Development Solution (25 ml) 





Kit – Human 
IL6 
• Antigen Standard - 1 μg/ml (1,5 ml) 
• Detection Antibody (1,5 ml) 
• Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml) 
• 10 % BSA (15 ml) 
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• Pre-coated Capture Antibody 8-well 
strips (1x 96-well plate) 
• Sample Dilution Buffer Stock (60 ml) 
• Assay Buffer Stock (60 ml) 
• Wash Buffer (10x Concentrate)  
(125 ml) 
• Development Solution (25 ml) 
• Stop Solution (60 ml) 
Single Analyte 
ELISArrayTM 
Kit – Human 
IL8 
• Antigen Standard - 1 μg/ml (1,5 ml) 
• Detection Antibody (1,5 ml) 
• Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml) 
• 10 % BSA (15 ml) 
• Donkey Serum (15 ml) 
• Pre-coated Capture Antibody 8-well 
strips (1x 96-well plate) 
• Sample Dilution Buffer Stock (60 ml) 
• Assay Buffer Stock (60 ml) 
• Wash Buffer (10x Concentrate)  
(125 ml) 
• Development Solution (25 ml) 





Kit – Human 
IL10 
• Antigen Standard - 1 μg/ml (1,5 ml) 
• Detection Antibody (1,5 ml) 
• Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml) 
• 10 % BSA (15 ml) 
• Donkey Serum (15 ml) 
• Pre-coated Capture Antibody 8-well 
strips (1x 96-well plate) 
• Sample Dilution Buffer Stock (60 ml) 
• Assay Buffer Stock (60 ml) 
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(125 ml) 
• Development Solution (25 ml) 
• Stop Solution (60 ml) 
 
2.1.6 Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 
Die verwendeten Primärantikörper sind in Tabelle 8 dargestellt, die verwendeten 
Sekundärantikörper werden in Tabelle 9 aufgelistet. 
 














Nacht bei 4°C 
2 min 
Anti-CD206 





Nacht bei 4°C 
10 sec 
Anti-GAPDH 



















60 min bei RT 
Anti-Hase 
Peroxidase-gekoppelt 





60 min bei RT 
 
  
  27 
2.1.7 Statistik 
Zur Statistikanalyse wurde die Software „Statistica“ (Version 13) genutzt. Sowohl 
bei den Western Blots als auch bei den ELISAs wurde eine Varianzanalyse 
(ANOVA) durchgeführt. Statistische Signifikanzen wurden mithilfe eines Fischer-
LSD post-hoc Tests bestimmt. Ergebnisse mit einem Wert von p<0,05 wurden 
als signifikant, mit einem Wert von p<0,01 als hoch signifikant und mit einem Wert 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Vorbehandlung der PnPrOx-Scaffolds 
Zur Sterilisation der Scaffolds wurden diese für 15 min mit UV-Licht (254nm) 
bestrahlt. Die Fibrillen-Scaffolds wurden hergestellt, indem diese in je eine 
Vertiefung einer 24-Well Zellkulturplatte mit 37°C vorgewärmten PBS überführt 
wurden, bis diese vollständig überdeckt waren. Ein steriler Plastikring wurde zur 
Beschwerung auf jedes Scaffold gelegt. Es folgte eine Inkubation für 30 min bei 
37°C und 5 % CO2 mit nachfolgender Inkubation für 15 min bei 4°C. Das PBS 
wurde ausgetauscht und der Vorgang dreimal wiederholt. Dieser Vorgang war 
nötig, damit sich das wasserlösliche PcycloPrOx auflöst und die fibrillären 
Strukturen des kristallinen PnPrOx freigelegt werden. Anschließend wurden die 
Fibrillen-Scaffolds bis zu ihrer Verwendung am selben Tag in frischem PBS bei 
37°C und 5 % CO2 gelagert. Die Kontrollen-Scaffolds aus PnPrOx mit ihrer glatten 
Oberfläche konnten direkt nach der Sterilisation verwendet werden.  
Die Beschichtungen wurden mittels einer in Reinstwasser gelösten 0,1 wt% 
PnPrOx-Lösung hergestellt. Dafür wurden 0,2 ml dieser Lösung in je eine 
Vertiefung einer 24-Well Zellkulturplatte gegeben, welche anschließend bei 60°C 
in einem Ofen getrocknet wurde, bis das Wasser komplett verdampft war und 
sich das PnPrOx am Boden der Zellkulturplatte abgelagert hatte [91]. Dieser 
Vorgang wurde ein zweites Mal durchgeführt, sodass eine gleichmäßig glatte, 
zweidimensionale PnPrOx-Beschichtung am Boden der Zellkulturplatte entstand.  
 
2.2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.2.1 Isolation von PBMCs aus Buffy-Coat 
Alle Versuche, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden, wurden laut E-Mail der 
Ethik-Kommission Würzburg vom 26. April 2013 als unbedenklich eingestuft, es 
gab keine Einwände bezüglich der Verwendung der Buffy-Coats, ein gesonderter 
Antrag musste hierfür nicht gestellt werden. Die Buffy-Coats wurden von der 
Blutbank des Bayrischen Roten Kreuzes in 97353 Wiesentheid bezogen.  
Ein Buffy-Coat ist die entstehende, mittlere Grenzschicht des Vollblutes, 
nachdem dieses durch Zugabe von Gerinnungshemmern und Zentrifugation 
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aufbereitet wurde. In der oberen Schicht befindet sich das Blutplasma, in der 
unteren die Erythrozyten. Ein Buffy-Coat enthielt im Durchschnitt 35 ml 
Gesamtvolumen, welches mit PBS im Verhältnis 1:1 vermischt wurde. 
Anschließend wurde dieses auf Pancoll im Verhältnis 3:4 geschichtet. Es folgte 
eine Dichtegradientzentrifugation (1600 rpm, 20°C, 40 min, ACC 3, DEC 0), 
wonach vier Schichten entstanden: Plasma/PBS-, PBMC-, Pancoll- und 
Erythrozyten-Schicht (von oben nach unten). Die PBMC-Schicht wurde 
abgenommen und in ein neues 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und auf Eis 
gelagert. Hierbei war darauf zu achten, dass möglichst keine Pancoll-Lösung mit 
abgenommen wurde, da diese zellschädigend auf die PBMCs wirken kann. Es 
folgte eine weitere Zentrifugation (1500 rpm, 4°C, 5 min, ACC 9, DEC 9). Das 
daraus entstandene Zellpellet wurde zweimal mit 50 ml PBS durch 
Resuspendierung und Zentrifugation (900 rpm, 4°C, 5 min, ACC 9, DEC 9) 
gewaschen, um die Kontamination durch Thrombozyten und Pancoll-Lösung zu 
verringern. 
 
2.2.2.2 Isolation von Monozyten durch Negativselektion 
Die Negativselektion von Monozyten ist eine Methode, um diese von den 
restlichen Zelltypen der PBMCs zu selektieren. Dabei werden zellspezifische 
Antigene der PBMCs, die von Monozyten nicht exprimiert werden, mit 
magnetisch gekoppelten Antikörpern markiert. Anschließend werden die Zellen 
über eine magnetische Säule gegeben, wobei die Antikörper-gekoppelten Zellen 
am Durchfluss gehindert werden. Allein die ungebundenen Monozyten können 
ungehindert durchfließen. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben des 
verwendeten Kits.  
Die Proben wurden zur Generierung der geeigneten Zellzahl zentrifugiert (1500 
rpm, 4°C, 5 min). Die folgenden Angaben gelten für eine Zellzahl von 1 x 107. 
Das Zellpellet wurde mit 30 μl frisch angesetztem Isolationspuffer resuspendiert. 
Anschließend folgte die Zugabe von je 10 μl „FcR Blockreagenz“ und „Pan 
Monocyte Biotin-Antibody-Cocktail“. Die Zellen wurden anschließend für 5 min 
bei 4°C inkubiert bevor sie mit 30 μl Isolationspuffer durchmischt wurden und die 
Zugabe von 20 μl „anti-Biotin MicroBeads“ erfolgte. Nach 10-minütiger Inkubation 
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bei 4°C wurde die Zellsuspension auf die vorher mit 3 ml Isolationspuffer 
gespülten, magnetischen Säulen gegeben. Der Durchfluss, der die Monozyten 
enthielt, wurde aufgefangen. Die restlichen, markierten PBMCs blieben in der 
magnetischen Säule. Die Säule wurde nach Durchfluss der Zelllösung dreimal 
mit je 3 ml Isolationspuffer gewaschen, um die Zellausbeute zu erhöhen. Die auf 
diese Weise gewonnenen Zellen wurden abschließend zentrifugiert (1500 rpm, 
4°C, 5 min) und der Überstand vollständig entfernt. 
 
2.2.2.3 Kultivierung humaner Monozyten auf PnPrOx-
Oberflächen 
Die isolierten, undifferenzierten Monozyten wurden im folgenden Schritt zu den 
vorbehandelten, sterilisierten Kontrollen- und Fibrillen-Scaffolds und den 
Beschichtungen hinzugegeben. Dabei wurden 50 µl Zellsuspension (0,75 x 107 
Zellen) auf je ein Scaffold bzw. eine Beschichtung gegeben und 30 min bei 37°C 
und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurde zu jeder Probe 1 ml Monozyten-
Medium hinzugegeben.  
Die Kultivierung erfolgte für 24 h (d1), drei Tage (d3) und sieben Tage (d7) bei 
37°C, 5 % CO2 und befeuchteter Luft in einem Brutschrank. Sofern nicht anders 
angeben, wurde über diese Dauer kein Medienwechsel durchgeführt. 
 
2.2.3 Western Blot 
Der Western Blot ist eine Methode zur Auftrennung und Bestimmung einzelner 
Proteine in einer Probe [92, 93]. Das Verfahren basiert auf einer 
Gelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel 
electrophoresis, kurz SDS-PAGE), bei der die negativ-geladenen, denaturierten 
Proteine in Richtung des positiven Pols wandern und dadurch nach ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt werden. In einem elektrischen Feld ist die 
Laufgeschwindigkeit von Molekülen daher proportional zur Gesamtladung und 
antiproportional zur Masse. Im nächsten Schritt werden die Proteine von dem Gel 
auf eine Membran transferiert, worauf der Nachweis spezifischer Proteine erfolgt 
[94]. In dieser Arbeit wurde der Western Blot genutzt, um die Oberflächenmarker 
CD163 und CD206 nachzuweisen. Als Haushaltsprotein diente GAPDH [95].  
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2.2.3.1 Proteinisolierung 
Nach erfolgter Kultivierungsdauer von 24 h, drei und sieben Tagen wurde das 
Medium von den auf Scaffolds und der Beschichtung befindlichen Zellen entfernt 
und durch Zugabe von je 400 μl peqGold TriFastTM durch mehrmaliges auf- und 
abpipettieren vollständig lysiert.  
Durch Verwendung von peqGold TriFastTM ist es möglich, aus einer Probe RNA, 
DNA und Proteine zu isolieren. Im Folgenden wird ausschließlich auf die Methode 
der Proteinisolierung eingegangen. Die Durchführung erfolgte nach 
Herstellerangaben.  
Jede Probe wurde in ein separates 2 ml Reaktionsgefäß überführt und nach 
kurzem Vortexen für 10 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation (12000 
x g, 4°C, 10 min), wodurch ein milchig-weißes Proteinpellet am Boden des 
Rektionsgefäßes entstand. Der Überstand wurde entfernt und jedes Pellet 
dreimal durch Zugabe von 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol, 20-
minütiger Inkubation bei RT und anschließender Zentrifugation (7500 x g, 4°C, 5 
min) gewaschen. Nachfolgend wurden die Proben in 2 ml 100 % Ethanol für 20 
min bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert (7500 x g, 4°C, 5 min). Das Ethanol 
wurde vollständig entfernt und das Proteinpellet an der Luft für 5-10 min 
getrocknet. Um das vollständige Lösen der Quartär- und Tertiärstruktur der 
denaturierten Proteine zu gewährleisten, wurden zu jedem Pellet je 30 μl 4 % 
SDS gegeben [96]. Um den Vorgang der Proteinauflösung zu unterstützen, 
wurden die Reaktionsgefäße zusätzlich für 5-10 min bei 95°C im Heizblock 
inkubiert. SDS überdeckt mit seiner stark-negativen Ladung die Eigenladung der 
Proteine, sodass zuletzt alle Proteinteile in negativ-geladener Form vorlagen und 
im nächsten Schritt, der Gelelektrophorese, nach Ladung aufgetrennt werden 
konnten [96]. Sobald sich alle festen Bestandteile vollständig gelöst hatten, 
wurden sie bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
2.2.3.2 Proteinbestimmung mittels BCA-Assay 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce® BCA Assay Kit 
verwendet. Der BCA (Bicinchoninsäure) Assay beruht auf der Biuret-Reaktion, 
welche in alkalischer Lösung durch die Anwesenheit von Aminosäuren die 
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Reduktion von Cu2+ zu Cu1+ bewirkt und auf einer konzentrationsabhängigen 
Erfassung von monovalenten Cu1+ Ionen basiert. Bicinchoninsäure, ein 
chromogener Stoff, geht mit dem reduzierten Kupfer über Chelatbildung einen 
Komplex ein und führt im Mikroplatten-Reader zu einer starken Absorption des 
Lichts bei 562 nm [97]. 
Eine BSA-Verdünnungsreihe, welche mit dem im Kit des Herstellers enthaltenen 
„Albumin Standards“ hergestellt wurde, diente der Berechnung einer 
Standardkurve. Es wurden 25 μl jeder Verdünnung der BSA-Standardreihe und 
25 μl jeder zu untersuchender Probe (Verdünnung 1:6 in PBS) in eine 96-Well 
Zellkulturplatte transferiert. Es folgte die Zugabe von 200 μl des im Kit 
enthaltenen Reagenzstoffes („BCA Reagent A“ und „BCA Reagent B“ im 
Verhältnis 50:1) in jede Vertiefung der Zellkulturplatte. Daraufhin wurde die 
Zellkulturplatte für 30 min bei 37°C inkubiert und anschließend auf RT abgekühlt. 
Die Absorption wurde bei 570 nm im Mikroplatten-Reader gemessen. Die 
Proteinkonzentrationen konnten mit Hilfe der erhaltenen Standardkurve 
berechnet werden. 
 
2.2.3.3 Durchführung der SDS-PAGE 
Bei der SDS-PAGE werden Stoffgemische in ihre Bestandteile der Molekülmasse 
nach im elektrischen Feld aufgetrennt. Dafür erfolgte zunächst die Herstellung 
eines Sammel- und eines Trenngels (Tab. 4). Nachdem die Gele 
auspolymerisiert waren, wurden 14 der 15 Geltaschen mit 20 μl Probe beladen 
(Proteinprobe mit 20 μg Protein im Verhältnis 1:1 mit Probenpuffer, danach mit 
destilliertem Wasser auf 20 μl Gesamtvolumen aufgefüllt). Die 15. Geltasche 
wurde mit 3 µl eines Protein-Markers zur Bestimmung der Größe (kDa) der 
Proteinbanden beladen. Nach Anschluss einer Spannungsquelle (200 V, 500 
mA, 150 W, 45min) erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine 
nach ihrer Molekularmasse. 
 
2.2.3.4 Proteintransfer 
Der Proteintransfer und -nachweis erfolgte nach Khyse-Andersen [94]. Dazu 
wurden das Blotting-Papier, die Nitrozellulosemembran sowie das SDS-Gel in 
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verschiedene Graphitblotpuffer getränkt. Danach wurde der Reihe nach Blotting 
Papier, die Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und weiteres Blotting Papier 
(von unten nach oben) luftblasenfrei in einer Blotkassette 
übereinandergeschichtet.  
Durch ein angelegtes Spannungsfeld (25 V, 1 A, 30 min) wurden die 
Proteinbanden von dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die 
durch das SDS negativ-geladenen Proteine bewegten sich in Richtung Anode 
und wurden dabei von der Nitrozellulosemembran gestoppt, wodurch es zum 
Transfer der Proteine in exakt der gleichen Ausrichtung auf die Membran führte. 
Anschließend wurden die Gele mit Färbelösung für 5 min angefärbt. Die 
Färbelösung wurde folgend durch Entfärbelösung ausgetauscht und das Gel für 
4 h bei RT auf dem Wippschüttler inkubiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt 
dreimal durchgeführt, bis sich das Gel vollständig entfärbte und durch Trocknung 
in Cellophanfolie archiviert werden konnte.  
Die Nitrozellulosemembran wurde für 2 min bei RT in Ponceau-S Lösung 
inkubiert und danach mit destilliertem Wasser gewaschen. Dadurch waren nach 
erfolgreichem Blotting die Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran 
sichtbar.  
 
2.2.3.5 Proteinnachweis mittels Immundetektion 
Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrozellulosemembran bei RT für 1 h in 
Absättigungslösung auf dem Wippschüttler geblockt. Danach wurde die 
Membran mit dem jeweiligen Primärantikörper in der entsprechenden 
Verdünnung (Tab. 8) inkubiert. Daraufhin wurde die Membran dreimal für je 10 
min in TBST auf dem Wippschüttler gewaschen, bevor der jeweils entsprechende 
HRP-gekoppelte Sekundärantikörper (Tab. 9) verdünnt und die Membran damit 
für 1 h bei RT inkubiert wurde. Die Membran wurde erneut dreimal mit TBST für 
je 10 min auf dem Wippschüttler gewaschen. Anschließend wurde ECL-Lösung 
hinzugegeben und die Membran für 2 min inkubiert. Danach wurde sie in 
Frischhaltefolie verpackt und in eine Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer 
wurde unter vollständigem Lichtausschluss ein unbelichteter Film auf die 
Nitrozellulosemembran gelegt und die sichtbaren Banden des Protein Standards 
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auf dem Film markiert. Nach der jeweiligen Belichtungsdauer (Tab. 8) in der 
geschlossenen Filmkassette wurde der Film aus der Filmkassette entnommen 
und in den Filmentwickler gelegt. Die gesuchten, durch die ECL-Lösung 
aktivierten und immunoreaktiven Proteine wurden durch Chemolumineszenz im 
Filmentwickler sichtbar.  
Die Membran wurde danach für 30 min bei 50°C in Stripping Puffer inkubiert, 
wodurch alle Antikörper von der Membran gelöst wurden. Es folgte ein dreimal 
wiederholter Waschschritt für 10 min in TBST auf dem Wippschüttler mit 
anschließender Inkubation für 1 h bei RT in Absättigungslösung. Danach konnte 
die Membran für den Nachweis eines weiteren Primärantikörpers genutzt 
werden. Zur Archivierung wurden die Nitrozellulosemembrane in ein mit TBST-
gefülltes 50 ml Zentrifugationsröhrchen gelegt und im Kühlschrank verwahrt.  
 
2.2.3.6 Auswertung der Western Blot Filme 
Nachdem die Röntgenfilme der Western Blots im Durchlicht abfotografiert und in 
digitaler Form gespeichert wurden, konnten sie mit dem Programm „Fiji“ 
densitometrisch ausgewertet werden [98]. Dazu wurde jeweils die Fläche um die 
geschwärzte Proteinbande markiert und das Programm stellte diese Schwärzung 
als Kurve dar. Die Höhe dieser Kurve entsprach dabei der Schwärzung, je 
dunkler umso höher die Kurve, und die Breite der Kurve entsprach der Breite der 
Proteinbande. Die Kurve wurde nach unten durch eine eingefügte Basislinie 
abgegrenzt, wodurch der Flächeninhalt jeder Kurve berechnet werden konnte. 
Alle Proben wurden auf das Haushaltsprotein GAPDH normiert, d.h. die Densität 
jeder Probe wurde in Relation zu der Densität der dazugehörigen Probe des 




Ein „enzyme-linked immunosorbent assay“, abgekürzt ELISA, ist ein 
immunologisches Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion 
basiert [99, 100]. In dieser Arbeit wurden die Proben mittels Sandwich-ELISA auf 
die Zytokine IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-10 untersucht. 
  
  35 
Beim Sandwich-ELISA werden zwei primäre Antikörper genutzt, die an zwei 
verschiedenen Bindungsstellen an das gesuchte Antigen binden. Durch 
Inkubation in einer Entwicklerlösung kommt es zu einer messbaren, 
enzymatischen Farbreaktion.  
 
2.2.4.1 Bestimmung des DNA-Gehalts 
Der Quant-iTTM PicoGreenTM dsDNA Assay wird verwendet, um doppelsträngige 
Nukleinsäuren einer Probe zu quantifizieren. Dabei bindet ein inaktiver Farbstoff 
in der PicoGreen-Gebrauchslösung an doppelsträngige Nukleinsäuren. Durch 
die Bindung an doppelsträngige Nukleinsäuren beginnt der Farbstoff zu 
fluoreszieren [101]. Diese Fluoreszenz kann daraufhin im Microplate Reader 
gemessen werden. Anhand einer vom Hersteller mitgelieferten DNA-
Standardreihe können die DNA-Mengen jeder Probe mittels Fluoreszenz 
bestimmt werden.  
Dieser Assay wurde nach Herstellerangaben nach ein-, drei- und sieben-tägiger 
Kultivierung von Monozyten/Makrophagen angewendet. Die Zellen wurden 
zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und danach mit je 400 µl Lysepuffer versetzt 
und für 1 h auf Eis inkubiert. Hierbei lösten sich die Zellen in ihre Bestandteile 
auf. Das Zelllysat wurde daraufhin in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und, 
falls nicht sofort verwendet, bei -20°C gelagert. Zur Herstellung einer 
Standardreihe wurde eine Stocklösung mit 1 μg/ml „λ-DNA Standard“ angesetzt. 
Die Konzentrationen der Standardreihe lagen im Bereich von 0 – 500 ng/ml 
dsDNA. In eine schwarze 96-Well Zellkulturplatte wurden je 100 μl des 
Standards, der Zelllysate und des Lysepuffers (Probenblank) in Duplikaten 
pipettiert. Zu den Standards, den Proben und dem Probenblank wurden zuletzt 
je 100 μl des im Kit enthaltenen, in „1xTE-Puffer“ 1:200 verdünntem „PicoGreen 
dsDNA Reagenz“ gegeben und für 2 min unter Lichtausschluss auf dem 
Wippschüttler inkubiert. Danach wurden die Proben bei 485 nm angeregt und die 
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2.2.4.2 Durchführung der ELISAs 
Die Proben wurden auf die Zytokinfreisetzung von IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 
untersucht. Die Versuche wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Bei den 
Proben, die drei und sieben Tage inkubiert wurden, wurde jeweils 24 h vor 
Beendigung der Inkubationsdauer das Medium gewechselt, um die Sekretion der 
Makrophagen der letzten 24 h bestimmen zu können.  
Im Vorfeld wurden die Proben in verschiedenen Verdünnungsreihen getestet, um 
sicher zu stellen, dass die Ergebnisse im Bereich der Standardreihen des 
Herstellers lagen. In Tabelle 10 sind die ermittelten Verdünnungswerte 
angegeben. 
 
Tabelle 10: Verdünnungen der Proben für die jeweiligen ELISA-Kits 
Proben für Verdünnung 
ELISArrayTM Kit - IL1b 1:10 
ELISArrayTM Kit - IL6 1:200 
ELISArrayTM Kit - IL8 1:1000 
ELISArrayTM Kit - IL10 unverdünnt 
 
Im folgenden Schritt wurde die Standardreihe über acht Stufen (0 – 2000 pg/ml) 
in 1,5 ml Reaktionsgefäße angesetzt. Die Verdünnung der Proben (Tab. 10) und 
der Standardreihe erfolgte durch Zugabe des mitgelieferten „Sample Dilution 
Buffer“. 
In jede Vertiefung wurden 50 μl „Assay Buffer“ vorgelegt, wozu 50 μl des 
jeweiligen Standards oder der Probe hinzugegeben wurden. Der Standard, die 
Proben sowie eine Negativkontrolle (Monozyten-Medium) wurden in Duplikaten 
pipettiert. Es folgte eine Inkubation der 96-Well Zellkulturplatte für 2 h bei RT. 
Danach wurde die Zellkulturplatte dreimal mittels Zugabe von je 300 µl „Wash 
Buffer“ pro Vertiefung und anschließendem Entfernen der Flüssigkeitsrückstände 
gewaschen. In jede Vertiefung wurden nun 100 μl des „Detection Antibodies“ 
gegeben und für 1 h bei RT inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte. Nach 
Zugabe von 100 μl „Avidin-HRP Conjugate“ folgte eine Inkubation von 30 min bei 
RT unter Lichtausschluss. Anschließend wurde die Zellkulturplatte viermal 
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gewaschen. Zuletzt wurden 100 μl „Development Solution“ hinzugefügt und für 
15 min im Dunkeln inkubiert. Mittels Zugabe einer „Stop Solution“ wurde die 
Reaktion abgebrochen, was zu einem Farbumschlag von blau zu gelb führte. Die 
Absorption der Proben wurde innerhalb von 30 min bei 450 nm im Microplate 
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3 Ergebnisse 
3.1 Messung des DNA-Gehalts 
Der PicoGreenTM Assay diente der Bestimmung der doppelsträngigen DNA der 
einzelnen Proben. Abbildung 6 zeigt die DNA-Menge in ng/ml auf den beiden 
Scaffolds (Kontrolle und Fibrillen) sowie der PnPrOx-Beschichtung nach einem, 
drei und sieben Tagen der Kultivierung mit Monozyten/Makrophagen. Es ist zu 
erkennen, dass es bei den Mengen an doppelsträngiger DNA weder gegenüber 
der Zeit noch gegenüber der Oberflächenstruktur signifikante Unterschiede gab. 
So hatten die Proben an Tag 1 einen DNA-Gehalt von 265,7 ± 61,6 ng/ml 
(Beschichtung), 377,3 ± 58,5 ng/ml (Kontrolle) und 351,5 ± 82,8 ng/ml (Fibrillen). 
An Tag 3 wiesen diese einen DNA-Gehalt von 253,1 ± 75,4 ng/ml (Beschichtung), 
244,3 ± 75,2 ng/ml (Kontrolle) und 363,8 ± 72,5 ng/ml (Fibrillen) und an Tag 7 
einen Wert von 377,5 ± 175,1 ng/ml (Beschichtung), 302,7 ± 131,3 ng/ml 
(Kontrolle) und 290,9 ± 75,8 ng/ml (Fibrillen) auf. 
 
 
Abbildung 6: DNA-Menge pro Probe. DNA-Mengen in ng/ml der jeweiligen Proben 
Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter 
Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) nach einem, 
drei und sieben Tagen der Monozyten/Makrophagen Kultivierung. (Mittelwerte ± SD, n=4) 
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3.2 Zytokinsekretions-Profil von Makrophagen nach 
Kultivierung auf verschiedenen PnPrOx-Oberflächen 
Die Überstände der Proben wurden zum jeweiligen, untersuchten Zeitpunkt 
entnommen und die Konzentrationen verschiedener Zytokine gemessen. 
Dadurch sollten Rückschlüsse über den Differenzierungsgrad der adhärierten 
Makrophagen gezogen werden können. Die Konzentrationen wurden in 
Mittelwerten mit der dazugehörigen Standardabweichung angegeben. Die 
Säulendiagramme stellen jeweils die Sekretion der vier Zytokine durch 
Makrophagen der letzten 24 h dar, da zu diesem Zeitpunkt ein Mediumwechsel 
stattfand.  
 
3.2.1 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflächen auf die 
Freisetzung von IL-1β 
Abbildung 7 zeigt die im Überstand befindliche Konzentration von IL-1β in pg in 
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen und der Dauer der Zellkultivierung.  
Die Konzentration von IL-1β in den Proben der Beschichtung erhöhte sich von 
54,6 ± 12,7 pg an Tag 1 über 63,2 ± 13,7 pg an Tag 3 auf 130,9 ± 29,3 pg an Tag 
7. Dabei war der Anstieg von Tag 1 auf Tag 7, sowie von Tag 3 auf Tag 7 höchst 
signifikant.  
Auf den Kontrollen-Scaffolds kultivierte Makrophagen zeigten an Tag 1 eine 
Freisetzung von IL-1β in Höhe von 26,5 ± 8,6 pg. Diese wurde im weiteren Verlauf 
rückläufig, von 22,4 ± 15,9 pg an Tag 3 auf 6,6 ± 2,2 pg an Tag 7. Die 
Konzentration auf den Kontrollen-Scaffolds von Tag 3 war gegenüber der 
Konzentration auf den Beschichtungen und den Fibrillen-Scaffolds an Tag 3 
signifikant. Höchst signifikante Werte wurden bei den Kontrollen-Scaffolds an 
Tag 7 gegenüber den Beschichtungen und Fibrillen-Scaffolds an Tag 7 
beobachtet.  
Die Sekretion von IL-1β der Makrophagen auf den Fibrillen-Scaffolds unterlag 
einer stetigen Steigerung von 47,3 ± 4,9 pg an Tag 1 über 57,4 ± 14,9 pg an Tag 
3 auf 72,7 ± 13,3 pg an Tag 7. Höchst signifikant zeigte sich die Konzentration 
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auf den Fibrillen-Scaffolds verglichen mit der Konzentration auf den 
Beschichtungen an Tag 7. 
 
 
Abbildung 7: IL-1β pro DNA. Sekretion von IL-1β in pg normiert auf DNA in ng aus den 
Überständen der auf den PnPrOx-Oberflächen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), 
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales 
Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei 
und sieben Tagen. (Mittelwerte ± SD, n=4), *p<0,05; ***p<0,001; ap<0,001 vs. Beschichtung, d7  
 
3.2.2 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflächen auf die 
Freisetzung von IL-6 
Abbildung 8 zeigt die im Überstand befindliche Konzentration von IL-6 in pg in 
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen und der Dauer der Zellkultivierung.  
Die Konzentration von IL-6 auf den Beschichtungen an Tag 1 änderte sich mit 
436,7 ± 191,1 pg kaum gegenüber der Konzentration auf den Beschichtungen an 
Tag 3 mit einem Wert von 446,5 ± 82,1 pg. Gegenüber der Freisetzung auf den 
Beschichtungen an Tag 7 mit 204,4 ± 72,2 pg fand ein deutlicher Rückgang statt. 
Die Sekretion von IL-6 auf den Beschichtungen an Tag 1 ist sowohl signifikant 
gegenüber der Freisetzung auf den Beschichtungen an Tag 7 als auch hoch 
signifikant gegenüber der Konzentration auf den Kontrollen- und Fibrillen-
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Scaffolds an Tag 1. Die Konzentration von IL-6 auf den Beschichtungen an Tag 
3 ist ebenfalls signifikant gegenüber der Sekretion auf den Beschichtungen an 
Tag 7. Außerdem ist sie signifikant gegenüber der Zytokin-Freisetzung der 
Makrophagen auf den Kontrollen- und Fibrillen-Scaffolds an Tag 3.  
Auf den Kontrollen-Scaffolds kultivierte Makrophagen zeigten eine Steigerung 
der Freisetzung von IL-6 von 119,5 ± 77,7 pg an Tag 1 auf 237,9 ± 103,1 pg an 
Tag 3. An Tag 7 sank diese dagegen auf 25,9 ± 0,6 pg. Die Konzentration auf 
den Kontrollen-Scaffolds an Tag 7 war signifikant gegenüber der Zytokin-
Freisetzung auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 7.  
Die Konzentration auf den Fibrillen-Scaffolds unterlag einer stetigen Steigerung 
von 135,8 ± 22,4 pg an Tag 1 über 222,8 ± 30,7 pg an Tag 3 bis 290,7 ± 103,1 
pg an Tag 7. 
 
 
Abbildung 8: IL-6 pro DNA. Sekretion von IL-6 in pg normiert auf DNA in ng aus den 
Überständen der auf den PnPrOx-Oberflächen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), 
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales 
Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei 
und sieben Tagen. (Mittelwerte ± SD, n=4), *p<0,05; **p<0,01; ap<0,05 vs. Beschichtung, d7 
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3.2.3 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflächen auf die 
Freisetzung von IL-8 
Abbildung 9 zeigt die im Überstand befindliche Konzentration von IL-8 in pg in 
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen und der Dauer der Zellkultivierung.  
Die Konzentration auf den Beschichtungen unterlag einer stetigen Steigerung 
von 907,9 ± 241,9 pg an Tag 1 über 2.602,7 ± 317,4 pg an Tag 3 auf einen Wert 
von 3.573,1 ± 2750,8 pg an Tag 7. Die Freisetzung von IL-8 auf den 
Beschichtungen von Tag 1 war hoch signifikant gegenüber der Freisetzung der 
Beschichtung an Tag 7.  
Auf den Kontrollen-Scaffolds kultivierte Makrophagen zeigten an Tag 1 eine 
Zytokin-Freisetzung von IL-6 in Höhe von 422,5 ± 129,3 pg. Dieser Wert erhöhte 
sich auf 1.519,4 ± 734,7 pg an Tag 3 und sank an Tag 7 auf 1.003,5 ± 242,0 pg. 
Der Wert der Zytokin-Sekretion auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag 7 war sowohl 
signifikant gegenüber dem Wert auf der Beschichtung an Tag 7 als auch 
gegenüber dem Wert auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 7.  
Die Konzentration von IL-8 auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 1 wies einen Wert 
von 615,8 ± 219,1 pg auf. Dieser erhöhte sich um das 2,9-fache auf 1.789,6 ± 
259,4 pg an Tag 3 und verdoppelte sich annähernd an Tag 7 auf 3.174,6 ± 699,1 
pg. Die Zytokin-Freisetzung auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 1 war signifikant 
gegenüber dem Wert auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 7. 
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Abbildung 9: IL-8 pro DNA. Sekretion von IL-8 in pg normiert auf DNA in ng aus den 
Überständen der auf den PnPrOx-Oberflächen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), 
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales 
Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei 
und sieben Tagen. (Mittelwerte ± SD, n=4), *p<0,05; ap<0,01 vs. Beschichtung, d7; bp<0,05 vs. 
Fibrillen, d7 
 
3.2.4 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflächen auf die 
Freisetzung von IL-10 
Abbildung 10 zeigt die im Überstand befindliche Konzentration von IL-10 in pg in 
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen und der Dauer der Zellkultivierung.  
Die Zytokin-Freisetzung von IL-10 auf den Beschichtungen an Tag 1 lag bei 3,7 
± 2,3 pg und änderte sich im Vergleich zu dem Wert von 3,9 ± 1,4 pg an Tag 3 
unwesentlich. An Tag 7 wies sie eine Konzentration von IL-10 in Höhe von 0,6 ± 
0,1 pg auf.  
Die Zytokin-Sekretion von IL-10 auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag 1 
beschrieben einen Wert von 3,4 ± 0,4 pg. Dieser stieg an Tag 3 leicht auf einen 
Wert von 4,4 ± 3,2 pg an. An Tag 7 sank die Konzentration auf den Kontrollen-
Scaffolds auf einen Wert von 0,5 ± 0,1 pg. Die Sekretion auf den Kontrollen-
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Scaffolds an Tag 3 war signifikant gegenüber der Sekretion auf den Kontrollen-
Scaffolds an Tag 7.  
Die Konzentration von IL-10 auf den Fibrillen-Scaffolds wies an Tag 1 einen Wert 
von 5,3 ± 2,0 pg auf. Dieser Wert sank an Tag 3 auf 3,0 ± 0,9 pg. An Tag 7 
wiederum zeichnete sich ein Anstieg auf einen Wert von 4,3 ± 0,5 pg an.  
Signifikant zeigte sich die Zytokin-Freisetzung von IL-10 auf den Fibrillen-




Abbildung 10: IL-10 pro DNA. Sekretion von IL-10 in pg normiert auf DNA in ng aus den 
Überständen der auf den PnPrOx-Oberflächen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), 
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales 
Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei 
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3.3 Expression spezifischer M2-Makrophagen 
Oberflächenmarker nach Kultivierung auf verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen 
Die auf den verschiedenen PnPrOx-Oberflächen adhärierten Zellen wurden in 
ihre Bestandteile lysiert und im Western Blot auf die Expression der für M2-
Makrophagen spezifischen Oberflächenmarker CD163 und CD2016 untersucht. 
Dadurch sollten Rückschlüsse über den Differenzierungsgrad der adhärierten 
Makrophagen gezogen werden können. Die Säulendiagramme stellen jeweils die 
Expression der beiden Oberflächenmarker nach 24 h und nach sieben Tagen 
dar.  
 
3.3.1 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflächen auf die 
Expression von CD163 
Abbildung 11 zeigt die relative Expression von CD163 auf den verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen und der Dauer der Zellkultivierung. In Abbildung 12 sind die 
Proteinbanden eines Spenders beispielhaft dargestellt.  
Die relative Expression von CD163 auf den Beschichtungen lag an Tag 1 bei 0,9 
± 0,3 und änderte sich im Vergleich zu Tag 7 (0,9 ± 0,6) kaum.  
Die relative Expression auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag 1 zeigte einen Wert 
von 2,0 ± 0,8 und sank an Tag 7 auf 1,0 ± 0,5.  
Auf den Fibrillen-Scaffolds fand sich eine relative Expression von 2,1 ± 0,1 an 
Tag 1, die sich über den Zeitverlauf bis Tag 7 leicht erhöhte (2,3 ± 0,9).  
Die relative Expression von CD163 durch Makrophagen kultiviert auf fibrillären 
Scaffolds an Tag 7 war signifikant höher gegenüber der Expression durch 
Makrophagen kultiviert auf den Beschichtungen sowie auf den Kontrollen-
Scaffolds an Tag 7.  
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Abbildung 11: relative Expression von CD163. Die relative Expression des 
Oberflächenmarkers CD163 von Makrophagen, normiert auf GAPDH. Makrophagen wurden auf 
den PnPrOx-Oberflächen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), Kontrolle 
(dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit 
fibrillenartiger Oberfläche) kultiviert und nach einem und sieben Tagen auf den 
Oberflächenmarker CD163 untersucht. Normiert wurden die Werte auf das Haushaltsprotein 
GAPDH. (Mittelwerte ± SD, n=4), *p<0,05 
 
 
Abbildung 12: repräsentative Proteinbanden des Immunoblots von CD163. Dargestellt sind 
die Proteinbanden von CD163 und GAPDH eines Spenders auf den PnPrOx-Oberflächen 
Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche) (Bes), Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit 
glatter Oberfläche) (K) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) 
(Fib) nach ein- (d1) und sieben-tägiger (d7) Kultivierung von Monozyten/Makrophagen. 
 
  
  47 
3.3.2 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflächen auf die 
Expression von CD206  
Abbildung 13 zeigt die relative Expression von CD206 auf den verschiedenen 
PnPrOx-Oberflächen und der Dauer der Zellkultivierung. In Abbildung 14 sind die 
Proteinbanden eines Spenders beispielhaft dargestellt.  
Die relative Expression von CD206 der Makrophagen auf den Beschichtungen 
lag an Tag 1 bei 0,4 ± 0,2 und verdoppelte sich auf 0,8 ± 0,1 an Tag 7.  
Der Wert der relativen Expression auf den Kontrollen-Scaffolds erhöhte sich 
minimal von 0,7 ± 0,4 an Tag 1 auf 0,8 ± 0,1 an Tag 7.  
Die relative Expression auf den Fibrillen-Scaffolds verdoppelte sich von 0,6 ± 0,3 
an Tag 1 auf 1,2 ± 0,2 an Tag 7 an.  
Der Wert der relativen Expression von CD206 durch Makrophagen, die auf den 
Fibrillen-Scaffolds kultiviert wurden, war an Tag 1 signifikant höher gegenüber 
dem Wert an Tag 7.  
 
 
Abbildung 13: relative Expression von CD206. Die relative Expression des 
Oberflächenmarkers CD206 von Makrophagen, normiert auf GAPDH. Makrophagen wurden auf 
den PnPrOx-Oberflächen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche), Kontrolle 
(dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberfläche) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit 
fibrillenartiger Oberfläche) kultiviert und nach einem und sieben Tagen auf den 
Oberflächenmarker CD206 untersucht. Normiert wurden die Werte auf das Haushaltsprotein 
GAPDH. (Mittelwerte ± SD, n=4), ap<0,05 vs. Fibrillen, d7 
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Abbildung 14: repräsentative Proteinbanden des Immunoblots von CD206. Dargestellt sind 
die Proteinbanden von CD206 und GAPDH eines Spenders auf den PnPrOx-Oberflächen 
Beschichtung (zweidimensionale, glatte Fläche) (Bes), Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit 
glatter Oberfläche) (K) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit fibrillenartiger Oberfläche) 
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4 Diskussion 
Eine typische Reaktion des menschlichen Immunsystems nach Kontakt mit 
einem Fremdstoff ist eine Abwehrreaktion. Diese ist nützlich und hilfreich, um 
potenziell gefährliche Fremdkörper zu beseitigen [102]. Bei Biomaterialien und 
Implantaten ist eine ausgeprägte Abwehrreaktion des Immunsystems allerdings 
für die Integration hinderlich. Die physiologische Fremdkörperreaktion des 
Körpers sollte daher dahingehend gelenkt werden, dass eine 
Entzündungsreaktion möglichst geringgehalten wird und das Biomaterial so 
entzündungsfrei wie möglich einheilen kann [41]. Dies kann auf verschiedensten 
Wegen erreicht werden, so können z.B. entzündungshemmende Medikamente 
wie nicht-steroidale Antirheumatika eingenommen werden, diese wirken 
allerdings systemisch und können oftmals Nebenwirkungen hervorrufen [103]. 
Des Weiteren können die Materialeigenschaften von Biomaterialien eine 
Integration begünstigen, indem sie möglichst inert sind, mit einer antibakteriellen, 
die Einheilung begünstigenden Zellschicht überzogen sind [104] oder über eine 
bestimmte Oberflächenbeschaffenheit verfügen, welche Immunzellen 
beeinflussen können [57]. 
Makrophagen spielen bei Entzündungsreaktionen eine bedeutende Rolle, da sie 
mit zu den ersten Immunzellen gehören, welche in Kontakt mit dem Fremdkörper 
treten, und durch die Expression verschiedenster Mediatoren wesentlichen 
Einfluss auf die Ausmaße der Abwehrreaktion haben [41]. Je nach Stimulus 
können sich Makrophagen in verschiedene Subtypen differenzieren, die vom 
entzündungsfördernden M1-, über verschiedenste Mischformen, bis hin zum 
entzündungshemmenden M2-Typ reichen [12]. Neben der induzierten 
Differenzierung durch bspw. Zytokine, LPS, Immunkomplexe, Glukokortikoide 
oder sonstige chemotaktische Mediatoren, können Makrophagen auch allein 
durch in vitro Kultivierung und Adhärenz [105, 106] oder durch den Kontakt mit 
der Oberfläche eines Biomaterials spontan differenzieren [107]. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Polymer PnPrOx einen Einfluss 
auf die Proteinexpression von Makrophagen ausübt. So konnten Korrelationen 
zwischen PnPrOx Proben und der Proteinexpression humaner Makrophagen 
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allein aufgrund unterschiedlicher Topographien des verwendeten Polymers 
gezeigt werden.  
Bei Betrachtung der DNA-Mengen humaner Monozyten/Makrophagen, die nach 
der Kultivierung auf den drei unterschiedlichen Proben nachgewiesen wurden, 
konnten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die unterschiedlichen 
Proben ermittelt werden. Folglich lässt sich daraus schließen, dass potenzielle 
Polarisierungsunterschiede nicht in Korrelation zur DNA-Menge stehen. 
 
Interleukinausschüttung 
Makrophagen können eine große Bandbreite an biologisch aktiven Stoffen 
freisetzen, die entzündungshemmend oder -fördernd sein können oder auch 
beide Funktionen in sich vereinen können [20, 32, 108].  
IL-1β ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches zu Beginn einer 
Immunantwort gebildet und sezerniert wird und das sowohl die Freisetzung von 
Akute-Phase-Proteinen stimuliert, wodurch die Körpertemperatur ansteigt, als 
auch die Sekretion von Histamin fördert, wodurch die Gefäße erweitert und die 
Entzündungsstelle als solche lokalisiert wird [108]. Das Sekretionsprofil von IL-
1β in dieser Arbeit zeigt an, dass die beiden dreidimensionalen Proben eine 
deutlich niedrigere Freisetzung von IL-1β aufweisen als die zweidimensionale 
Beschichtung. Daher scheint die dreidimensionale Struktur einen positiven Effekt 
auf die Herabregulierung dieses pro-inflammatorischen Zytokins zu haben.  
IL-6 ist in seiner Wirkweise, je nachdem in welchem Umfeld es sich befindet, 
sowohl als pro- als auch als anti-inflammatorisch einzustufen: so ist es zum einen 
an Entzündungsreaktionen als auch in regenerativen Prozessen wie der 
Gewebereparatur beteiligt [108, 109]. Die Zytokin-Freisetzung von IL-6 war zu 
Beginn der Kultivierung auf den Beschichtungen, verglichen mit den beiden 
dreidimensionalen Scaffolds, signifikant verstärkt, wodurch auch diesbezüglich 
ein positiver Einfluss der dreidimensionalen Struktur zu erkennen war. Daraus 
lässt sich vermuten, dass die pro-inflammatorischen Effekte von IL-6 zu Beginn 
der Kultivierungsdauer auf den fibrillären Scaffolds, verglichen zu der 
Beschichtung, abgeschwächt werden und die entzündungshemmenden 
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Eigenschaften, wie bspw. die Gewebereparatur, gegen Ende der 
Kultivierungsdauer überwiegen [109]. 
Ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin ist IL-8, das für die chemotaktische 
Rekrutierung von Immunzellen in entzündetes Gewebe verantwortlich ist [110]. 
Allerdings spielt es eine ebenso wichtige Rolle bei der Angiogenese: hier regt es 
über VEGF Endothelzellen zur Teilung und Migration und somit zur Angiogenese 
an [110, 111]. Die in dieser Untersuchung beobachtete Hochregulierung von IL-
8 auf den fibrillären Scaffolds deuten einen positiven Effekt auf die Angiogenese 
und somit auch den Gewebeaufbau und die Vaskularisation an. Dies haben auch 
Tan et al. gezeigt, die die Rolle von dreidimensionalen Scaffolds und 
menschlichen Tumorzellen auf die Angiogenese untersucht und dabei festgestellt 
haben, dass IL-8 einen großen Einfluss auf die Rekrutierung von Endothelzellen 
und somit die Neubildung von Gefäßen ausübt [112]. 
IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, welches von M2-Makrophagen 
freigesetzt wird [27]. Dabei nimmt es eine wichtige Rolle in der Regulation von 
Entzündungsreaktionen ein, da es die Fähigkeit besitzt, die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1β, IL-6, IL-8 und TNF-α von Makrophagen zu 
hemmen [113, 114]. Ferner zeigen Makrophagen in Anwesenheit von IL-10 eine 
niedrigere Sensitivität gegenüber IFN-γ und weisen eine verminderte mikrobizide 
Aktivität auf [115]. Durch diese Eigenschaft könnte die konstante Ausschüttung 
von IL-10, die den Testergebnissen zufolge signifikant höher auf den fibrillären 
Scaffolds war, eine Polarisierung von Makrophagen durch IFN-γ in ihren 
entzündungsfördernden M1-Typ verhindern und entstehende 
Entzündungsprozesse unterdrücken. Die höhere Ausschüttung von IL-10 auf den 
fibrillären Strukturen im Vergleich zu den anderen beiden Proben deutet darauf 
hin, dass die strukturierte Topographie einen positiven Effekt auf die Freisetzung 
von IL-10 und somit auf die Regulierung der Entzündungsreaktion und ihren anti-
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Expression der Oberflächenmarker 
Eine weitere Möglichkeit der Zellkommunikation besteht in der Expression 
verschiedener Oberflächenmarker, die von anderen Immunzellen erkannt 
werden und, je nach deren Funktion, eine bestimmte Reaktion fördern oder 
hemmen bzw. hoch- oder herunterregulieren [34]. CD163 ist ein 
Oberflächenmarker, der verstärkt von M2-Makrophagen als Antwort auf einen 
entzündungshemmenden Stimulus exprimiert und daher mit anti-
inflammatorischen Vorgängen in Verbindung gebracht wird [116, 117]. In 
Makrophagen, die in Kontakt mit IL-4, IL-6, IL-10 oder Glukokortikoiden kommen, 
wird die Expression von CD163 erhöht, wohingegen Mediatoren wie IFN-γ, TNF-
α und LPS die Expression von CD163 in Makrophagen vermindern [116, 118-
120]. 
CD206, ebenfalls ein Oberflächenmarker, wird von menschlichen M2-
Makrophagen exprimiert und mit anti-inflammatorischen Prozessen in 
Verbindung gebracht [118, 119, 121]. Sinkt die Konzentration von CD206, so 
steigt der Serumspiegel pro-inflammatorischer Proteine, was andeutet, dass 
CD206 eine Rolle in der Auflösung von Entzündungsreaktionen spielt und dafür 
sorgt, dass Entzündungsfaktoren aus dem Blut gefiltert werden [122]. 
Auf den fibrillären Scaffolds, verglichen mit den glatten Scaffolds und den 
Beschichtungen, war die beobachtete Expression von CD163 in Makrophagen 
konstant und höher und die Expression von CD206 hochreguliert, was in 
Kombination mit den Sekretionsprofilen der Zytokine für eine positive 
Beeinflussung der fibrillären Strukturen in Bezug auf die Immunantwort der 
Makrophagen auf den Fremdkörper PnPrOx spricht. Ferner konnte bereits 
nachgewiesen werden, dass menschliche Makrophagen, die auf strukturierten 
Oberflächen kultiviert wurden, ebenfalls eine erhöhte Expression von CD163 
aufwiesen [123]. Des Weiteren konnte bei in vivo Versuchen gezeigt werden, 
dass Makrophagen, die sich in entzündetem Gewebe um eine frisch 
implantiertes, polymeres Biomaterial befanden, eine erhöhte Expression von 
CD206 aufgewiesen haben [124]. 
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vier Zytokin-Sekretionsprofile und 
der beiden Oberflächenmarker, dass die kultivierten Makrophagen von allen drei 
Oberflächenstrukturen von PnPrOx beeinflusst wurden. Im Vergleich zum Beginn 
wurden am Ende der Kultivierungsdauer, besonders auf den fibrillären Scaffolds, 
M1-typische Marker vermindert und gleichzeitig M2-typische Marker vermehrt 
ausgeschüttet. Brown et al. haben in ihrer Studie nachgewiesen, dass dieses 
Verhältnis, eine hohe Konzentration an M2-Makrophagen und eine niedrige 
Konzentration an M1-Makrophagen, die Integration und Einheilung implantierter 
Biomaterialien begünstigt [46]. Des Weiteren haben Badylak et al. in ihrer Studie 
im Rattenmodell gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen der 
Polarisierung von Makrophagen und der Einheilung und Integration von 
Implantaten und Biomaterialien gibt: traten vermehrt M1-Marker auf, so wies das 
Implantationsumfeld nach 16 Wochen eine chronische Entzündung auf, bei einer 
erhöhten Konzentration von M2-Markern befand sich das Implantationsumfeld 
nach demselben Beobachtungszeitraum in einem heilenden 
Gewebeumbauprozess [44]. In Anbetracht der Ergebnisse unterstreicht dies die 
positive Eigenschaft von PnPrOx in Bezug auf die Reaktion der Makrophagen, 
besonders auf den fibrillären Oberflächenstrukturen. Dies deckt sich ebenfalls mit 
der Studie von Bartneck et al., in welcher gezeigt wurde, dass die 
Oberflächenbeschaffenheit beim Design von Biomaterialien ein einflussreiches 
Mittel darstellt, um die Reaktion von Immunzellen zu beeinflussen [109]. 
Allgemein war die Proteinexpression von M2-Markern durch Makrophagen auf 
den fibrillären Scaffolds in dieser experimentellen Studie deutlich erhöht, 
verglichen mit den zweidimensionalen Beschichtungen und gegen Ende der 
Kultivierungszeit auch mit den unstrukturierten, glatten Scaffolds. Ebenso ist die 
Sekretion der M1-Marker auf den Beschichtungen stets deutlich höher 
ausgefallen als auf den dreidimensionalen Scaffolds. Diese Resultate bei den 
Beschichtungen könnten sich womöglich dadurch erklären lassen, dass eine 
zweidimensionale Beschichtung deutlich geringer der natürlichen Umgebung von 
Zellen entspricht als ein dreidimensionales Scaffold, welches aus demselben 
Biomaterial mit identischen, biochemischen Eigenschaften besteht. Die hier 
erzielten Ergebnisse mit den Beschichtungen entsprechen annähernd denen 
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bereits vorausgegangener Studien, die zeigten, dass Untersuchungen mit 
zweidimensionalen Zellkulturen schlecht vorhersagbare Daten für weiterführende 
Tests lieferten [125-127]. Versuche auf zweidimensionalen Proben stellten sich 
oftmals als insuffizient heraus und sind den mittlerweile hohen Anforderungen 
der zellbiologischen Forschung nicht mehr gewachsen [128, 129].  
Studien zu dreidimensionalen Zellkulturen bzw. Scaffolds haben gezeigt, dass 
Zellen auf dreidimensionalen Zellkulturen eher ihrem in vivo Verhalten Gene 
exprimieren und Botenstoffe sezernieren als auf zweidimensionalen Zellkulturen 
[130, 131]. Ferner wurde gezeigt, dass bei in vitro Untersuchungen mit 
dreidimensionalen Scaffolds das Zellwachstum, die Zellorganisation und deren 
Differenzierung begünstigt wurden und deutlich näher an den physiologischen in 
vivo Verhältnissen lagen als bei zweidimensionalen Zellkulturen. Aussagekräftige 
Rückschlüsse auf deren tatsächliches in vivo Verhalten lassen sich daher 
deutlich fundierter aus Ergebnissen auf dreidimensionalen als auf 
zweidimensionalen Zellkulturen bzw. Scaffolds ziehen.  
Unter den gegebenen Umständen könnten für die Herunterregulierung der M1-
Marker auch die Eigenschaften von PnPrOx eine entscheidende Rolle spielen, 
da dessen Materialeigenschaften eine hohe Biokompatibilität und einen hohen 
Verbergungsgrad, also die Unfähigkeit des Immunsystems einen Fremdstoff als 
solchen zu erkennen, aufweisen [66, 78]. Dies würde auch erklären, warum bei 
den glatten Scaffolds die Sekretion aller Zytokine am Ende der Kultivierungszeit 
deutlich herunterreguliert wurde. Unter Einbeziehung dieser Eigenschaften von 
PnPrOx lässt sich vermuten, dass die glatten Scaffolds von den Makrophagen 
nicht als Fremdkörper angesehen wurden und die typischen M1- Marker 
herunterreguliert wurden. Auf den fibrillären Scaffolds wurden die M2-Marker 
hochreguliert, da hier anzunehmen ist, dass allein die Topographie dazu führte, 
dass sich die Makrophagen in den länglichen M2-Typ polarisierten und 
dementsprechend M2-Marker exprimierten und sezernierten. Der 
Versuchsaufbau schloss jegliche andere Differenzierungseinflüsse auf die 
Makrophagen aus. Die Ergebnisse sind vor allem hinsichtlich der Tatsache zu 
beachten, dass Makrophagen zu den ersten Immunzellen gehören, die mit einem 
Fremdkörper, wie z.B. implantierten Biomaterialien, in Kontakt treten und weitere 
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Immunzellen zum Ort des Geschehens rekrutieren [41]. Somit können sie einen 
großen Einfluss auf den Verlauf der Einheilung eines Biomaterials nehmen. 
Daher scheint vielversprechend, dass die Resultate, gemessen anhand der 
typischen Marker, ein für die Regeneration günstiges Expressionsspektrum 
aufweisen, welches als prognostisch günstig für die Einheilung und Integration 
von implantierten Biomaterialen zu bewerten ist [46, 132]. Bei natürlichen 
Verletzungen oder Entzündungen finden sich im Anfangsstadium (die ersten drei 
Tage) vermehrt M1-Makrophagen, danach (vom vierten bis zum zehnten Tag) 
dominieren M2-Makrophagen [133, 134], daher liegt nahe, dass Biomaterialien, 
die zuerst den M1- und danach den M2-Typ fördern und begünstigen, dem 
physiologischen Verhalten von Makrophagen während der Wundheilung 
entsprechen und als günstig für die Vaskularisation und Integration von 
Biomaterialien und Implantaten zu betrachten sind [135]. 
Aufnahmen der Scaffolds bzw. der Beschichtung nach sieben Tagen der 
Kultivierung mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) (Abb. 15, A-C) zeigen 
die unterschiedlichen Morphologien, welche Makrophagen auf den drei PnPrOx-
Oberflächen einnahmen. Kleine, eher rundliche Makrophagen befanden sich 
sowohl auf der zweidimensionalen Beschichtung (Abb. 15, A) als auch auf den 
glatten Scaffolds (Abb. 15, B). Auf den fibrillären Strukturen befanden sich eher  
längliche Makrophagen (Abb. 15, C), die parallel zu den Fasern lagen und deren 
längliche Form der Literatur zufolge mit entzündungshemmenden M2-
Makrophagen assoziiert wird [57]. Die auf den REM Bildern zu beobachtenden, 
unterschiedlichen Polarisierungen der Makrophagen scheinen Oberflächen-
vermittelt zu sein. Dies wurde bereits von McWhorter et al. für murine 
Makrophagen beschrieben [57] und die aus dieser Arbeit resultierenden 
Ergebnisse scheinen dies auch für humane Makrophagen zu bestätigen. 
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Abbildung 15: REM-Aufnahmen nach sieben Tagen der Kultivierung von 
Monozyten/Makrophagen auf unterschiedlichen PnPrOx-Oberflächen. A: REM-Aufnahme 
einer zweidimensionalen Beschichtung. Auf der Beschichtung befinden sich nach sieben 
Tagen der Kultivierung viele kleine, rundliche Makrophagen, die sich zu aggregierten Bündeln 
sammeln. B: REM-Aufnahme eines glatten Scaffolds. Auf dem glatten Scaffold sind nach 
sieben Tagen der Kultivierung größere, rundliche, etwas abgeflachte Makrophagen zu finden. C: 
REM-Aufnahme eines fibrillären Scaffolds. Nach sieben Tagen der Kultivierung befinden sich 
auf dem fibrillären Scaffold längliche Makrophagen, die sich entlang der fibrillären Strukturen des 
Scaffolds ausrichten und eine Länge von bis zu 50 μm erreichen können. (Maßstabsbalken: A: 
20μm; B, C: 10μm) (mit freundlicher Genehmigung von Matthias Ryma und Tina Tylek)  
 
Fazit 
Basierend auf den Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass sich PnPrOx als 
ein vielversprechendes, biokompatibles Polymer herausstellt und einen 
entzündungshemmenden Effekt auf Makrophagen ausübt. Dabei konnte 
festgestellt werden, dass das Design eines Biomaterials einen beachtlichen 
Einfluss auf die Immunantwort und damit auch im weiteren Sinne die 
Differenzierung von Makrophagen hat. Beide dreidimensionalen Scaffolds waren 
hinsichtlich der M2-Polarisierung der Beschichtung überlegen. Insbesondere 
Makrophagen auf den Scaffolds mit der fibrillären Oberflächentopographie haben 
verstärkt entzündungshemmende M2-Mediatoren und deutlich weniger 
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entzündungsfördernde M1-Marker exprimiert. Die fibrilläre Morphologie der 
Oberfläche in Kombination mit PnPrOx als biokompatibles Biomaterial scheint 
einen immunomodulatorischen Effekt auf die menschlichen Makrophagen 
auszuüben und könnte dabei eine ausgeprägte Entzündungsreaktion abmildern 
und gleichzeitig einen entzündungshemmenden Effekt haben. Weitere 
Forschung, die die genauen biochemischen Hintergründe dieses 
entzündungshemmenden Effekts beleuchtet, könnten den erfolgreichen Weg von 
PnPrOx in seiner dreidimensionalen, strukturierten Form fortführen. Ein besseres 
Verständnis dieses Polymers könnten in vivo Versuche liefern, um das 
Oberflächendesign weiterzuentwickeln und dahingehend zu optimieren, die 
Fremdkörperreaktion im Implantationsumfeld möglichst positiv in Bezug auf 
Einheilung und Integration des Biomaterials zu gestalten. Da Makrophagen eine 
ebenso wichtige Rolle bei der Angiogenese und des Gewebeumbaus spielen, 
könnte sich weiterführende Forschung mit der direkten Vaskularisation von 
dreidimensionalen Scaffolds ebenfalls als erfolgsversprechend zeigen. Damit 
öffnet sich mit PnPrOx als Biomaterial in Kombination mit der dreidimensionalen, 
fibrillären Topographie ein breites Feld für weitere Forschung im Bereich des 
Tissue Engineering und der Regenerativen Medizin.  
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5 Zusammenfassung 
Biomaterialien führen bei ihrer Implantation unweigerlich zu einer Aktivierung des 
Immunsystems und somit zu einer Fremdkörperreaktion, wodurch die Funktion 
des Biomaterials eingeschränkt werden kann und es im ungünstigsten Fall 
entfernt werden muss.  
PnPrOx ist ein synthetisches Polymer, das eine hohe Biokompatibilität aufweist 
und als Implantations- und Biomaterial in Frage kommt. Durch die Technik Melt 
Electro Writing ist es möglich, dreidimensionale PnPrOx-Scaffolds mit 
unterschiedlichen Topographien (fibrillär und glatt) herzustellen. Als 
zweidimensionale Kontrolle diente eine PnPrOx-Beschichtung. Gegenstand 
dieser Arbeit war es, den Einfluss dieser drei unterschiedlichen Oberflächen auf 
die Polarisierung primärer, humaner, aus Monozyten differenzierter 
Makrophagen hin zu beurteilen. Anhand der Proteinanalysen spezifischer M1- 
(IL-1β, IL-6, IL-8) und M2- (CD163, CD206, IL-10) Marker durch Western Blots 
und ELISAs wurde die Oberflächen-abhängige Differenzierung der Makrophagen 
untersucht.  
Die Proteinexpression und die Zytokin-Freisetzung zeigten einen anti-
inflammatorischen Effekt von PnPrOx auf die menschlichen Makrophagen. 
Dieser Effekt konnte verstärkt auf den fibrillären Scaffolds beobachtet werden. 
Hier stieg die Expression entzündungshemmender M2-Marker während 
gleichzeitig die Expression entzündungsfördernder M1-Marker sank.  
Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Effekt des Polymers PnPrOx mit seinen 
unterschiedlichen Topographien auf die Polarisierung von Makrophagen. Die 
strukturierte, fibrilläre Oberfläche scheint hierbei in seiner Form den 
entzündungshemmenden M2-Typ zu fördern. Dadurch öffnet sich ein breites Feld 
für weitere Studien zu Oberflächen-vermittelten Zellreaktionen im Bereich des 
Tissue Engineering und der Regenerativen Medizin. Weiterführende Forschung 
im Bereich des Designs von Biomaterialien könnte dazu führen, durch die 
Topographie eines Biomaterials dessen Verhalten und Interaktion mit 
Immunzellen positiv zu beeinflussen, um so Entzündungsreaktionen 
abzuschwächen und gleichzeitig die Einheilung und Integration des Biomaterials 
zu fördern.  
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